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(From the Department of Botany, University College, London) 


Studies on the Growth of Xanthophyceae in Pure Culture 
II. The relations of Monodus subterraneus to organic substances 


By 
J.D. A. MILLER and G. E. FoGe 


With 4 Figures in the text 


(Eingegangen am 31. Januar 1958) 


The extent to which organic substances are utilized by algae varies 
greatly from species to species and it does not appear that any of the 
algal groups is characterized by a particular type of organic nutrition 
(Foae 1953). However, little is known of the behaviour of members of 
the Xanthophyceae in this respect and it has seemed of interest to examine 
the effects of organic substances on some representatives of this group. 
Monodus subterraneus Petersen, with which this paper is concerned, has 
been found capable of indefinite growth in the absence of exogenous 
supplies of organic substrates (MILLER and Foca 1957). Nevertheless, 
under certain conditions, the addition of bacteriological peptone has a 
stimulatory effect on its growth. The investigations to be described show 
that this effect is dependent on complex formation in the medium rather 
than on direct involvement of organic substances in the metabolism of 
the alga. In the light of this finding the inhibitory effects of high calcium 
ion concentrations on Monodus (MitLER and Foee 1957; Foee and 
Mitier 1958) have been examined further. 


Methods 


1. Culture methods. M. subterraneus was cultured under aseptic conditions either 
in cotton wool plugged 100 ml. Pyrex conical flasks or in modified, flasks aerated 
with 1% carbon dioxide in air (MILLER and Foaa 1957). Culture vessels were 
immersed in a constant-temperature tank at 25.0 °C. and received. illumination, 
from a 150 watt pearl tungsten lamp, of an intensity of approximately 3600 
m.-candles. Duplicate cultures were employed for each treatment. 

For manometric experiments, Monodus was grown at 25.0° C. in the contiuous 
culture apparatus at a relative growth rate of about 0.25 log,) units/day in the 
standard medium (Mirier and Foe 1957). Aeration with 5% carbon dioxide in 
air was supplied. The light intensity, from four 40 watt ‘white’ fluorescent tubes 
was approximately 3500 m.-candles. 

When testing for chemo-organotrophic growth, stagnant or aerated cultures in 
Pyrex tubes, 2.5 cm. x 15.0 cm., were incubated in the dark in a bacteriological 


incubator at 25.0° C. 
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2. Media. The stimulatory effect of peptones was originally noticed in Chu 
no. 10 medium (Cuu 1942), and experiments with organic carbon sources were 
carried out in this medium. Later, Chu no. 10 medium x5 having been found to 
give more rapid growth, a survey of organic nitrogen sources was made with a 
modification of this medium. Work with chelating agents was undertaken with a 
high-nitrate medium described in our earlier paper, containing an unfavourably 
high calcium concentration. Material for manometric work was grown in the 
standard medium developed for Monodus (0.02 M sodium nitrate, 0.00115 M dibasic 
potassium phosphate, 0.0008 mM magnesium sulphate, 0.00063 M calcium chloride, 
0.00002 m ferric citrate, and trace elements—boron, manganese, molybdenum, 
cobalt, copper and zinc). 

3. Sterilization. Care was taken to avoid decomposition of organic substances 
during sterilization. Media containing bacteriological peptones were autoclaved in 
the ordinary way at 15 lb./in.? for 15 min., but organic phosphates and certain 
nitrogen compounds were sterilized by Seitz filtration. Solutions of vitamins and 
indole-3-acetic acid were autoclaved using a technique described by Droop (1955a), 
in which the pressure was allowed to reach 15 1b. momentarily. Other organic 
compounds were autoclaved at 10 lb. for 20 min. 

4. pp adjustment. The py of media was adjusted to about neutrality, or 6.0 in 
experiments with indole-acetic acid and chelating agents, after sterilization. The 
procedure was to subject a 25 ml. portion of each medium to the same sterilizing 
treatment as that in the culture vessels, and subsequently to titrate it potentio- 
metrically with hydrochloric acid or sodium hydroxide. Appropriate additions of 
sterile acid or alkali were then made to the culture vessels. 

The reaction of some media containing organic acids was adjusted to pq 4.5 
in order to facilitate the uptake of unionized acid molecules. 

5. Estimation of growth. Growth on organic substrates was usually determined 
when it appeared to be complete, by making a single cell-count on a haemacyto- 
meter. More detailed studies were made on growth in presence of certain chelating 
agents, vitamins and indole-acetic acid, the relative growth rate being determined 
statistically from a number of counts made during exponential growth. For deter- 
mination of final dry weight, cells were dried at 100° C. to constant weight. 


6. Manometric methods. Cells produced by the continuous culture apparatus, 
in which it is possible to maintain exponential growth for many weeks at a time, 
have nearly constant chemical and physiological characteristics. Such actively 
growing cells produced under defined conditions are thus very suitable for mano- 
metric investigations. Portions of the culture were drawn off aseptically into sterile 
vessels and depleted of reserve substances by shaking in the dark for normally 
24—36 br. before testing for oxidation of substrates. 

For measurement of respiration the cells were centrifuged at about 700 g for 
15 min. They were then washed and re-centrifuged several times and finally sus- 
pended in 0.01 m potassium dihydrogen phosphate buffer at py 4.0 or 5.8. Endo- 
genous respiration had been found not to be affected by this concentration of buffer, 
or by a py as low as 4.0, during a short-term manometric experiment. The cells were 
sometimes found to flocculate when transferred to the buffer, though this was 
overcome by adding 0.0005 m magnesium sulphate. Cell suspensions of the order of 
10 mg. dry wt./ml. (500,000—600,000 cells/eu. mm.) were employed in the Warburg 
flasks, which were continuously shaken in a darkened bath at 25.0° C. 

Substrates were dissolved in buffer and the py adjusted to the original value if 
necessary. The solutions of substrates were added from the side bulbs of the flasks 
when the endogenous respiration of the cell suspensions had become stable. Mano- 
meter readings were taken for about 3 hr. after tipping. 


ee ei om 
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For determination of respiratory quotient carbon dioxide output was measured 
by the direct method (Drxown 1943). The quantity of carbon dioxide formed was 
corrected for retention by the buffer, using the method described by Umsrerr, 
Burris and STauFFER (1949). 


Results 


1. Effect of peptones on growth in inorganic medium. Peptone 
preparations are frequently added to algal media in order to obtain more 
certain or abundant growth (PRINGSHEIM 1946) and the effect of two such 
preparations, ““Bacto-peptone” and “‘Bacto-tryptone”’ (Difco), has been 
studied. Addition of the order of 0.1% of either substance to stagnant, 
shaken, or aerated and shaken cultures in Chu no. 10 medium resulted 
in significantly higher relative growth rates and final cell concentration 
(see Foca and Mier 1958). These substances, however, gave no 
significant improvement in growth in the standard medium. Easily 
oxidizable substances such as sugars produced no improvement in 
growth rate or crop under any of the culture conditions employed, 
although glycine at 0.2% and sodium citrate at 0.02% improved early 
growth in Chu no. 10 in stagnant culture without much affecting the 
final crop. These facts seem best explained by the hypothesis that the 
organic substances affect growth indirectly by forming complexes with 
inorganic constituents of the medium (Foae and MILLER 1958). The 
results of the further investigations described in the present paper 
support this idea. 

It was considered that tryptone might serve as a source of nitrogen or 
another of the mineral nutrients. Growth in Chu no. 10 is evidently 
limited by nitrate supply since nitrate cannot be demonstrated in the 
medium by reduction in Conway units and nesslerization when a pop- 
ulation of about 23,000 cells/cu. mm. has been attained. Nitrate has also 
been found to be growth-limiting in Chu no. 10 for Coccochloris peniocystis 
by Grriorr, FrrzgeraLp and Sxooe (1950). An experiment was there- 
fore made in which Monodus cells suspended in distilled water were 
inoculated into flasks of the media shownin Table 1. Growth was observed. 
at intervals by means of cell counts, until it appeared to be complete. 

The results (Table 1) showed that tryptone is a poor source of nitrogen 
for Monodus, the concentration employed in the nitrate-free medium 
(medium 4) giving 28% of the growth produced by calcium nitrate 
(medium 5), although the total nitrogen concentration in medium 4 
was 3.8 times that in medium 5. Nevertheless the cell production by the 
available nitrogen in tryptone could approximately account for the 
additional number of cells/eu. mm. (15,100) produced in Chu no. 10 on 
addition of the peptone. The growth obtained in medium 3 indicated 
that tryptone provides a sufficient supply of all the essential elements 


except nitrogen. 
1* 
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- Thus the increased cell crop resulting from the addition of tryptone 
could be due to the mineral nutrients contained in it. The improvement 
in the relative growth rate produced by tryptone, glycine and citrate 
might, on the other hand, be due to these substances serving as carbon 
or energy sources. This hypothesis was tested in the experiments described 
in the following sections. 


Table 1. Growth in various media containing Bacto-tryptone 
Initial cell concentration 112 cells/mm*. Culture flasks continuously shaken but not 
aerated. In medium 3 an excess of sodium nitrate (2.44 millimolar) was employed 


Medium io al Mean 

1. Chu no. 10 27,000 26,300 
25,600 

2. Tryptone (0.1%) in Chu no. 10 41,800 41,400 
41,100 

3. Tryptone + NaNO, in distilled water 37,800 39,900 
42,000 

4. Tryptone in nitrate-free Chu no. 105 14,100 14,500 
14,900 

5. Chu no. 105 48,400 50,600 
52,800 


2. Attempts to demonstrate chemo-organotrophic growth. Many 
algae, in the Chlorophyceae and in other classes, have been found to be 
capable of growth in the dark when a suitable organic compound is 
present to serve as a source of carbon and energy (see, e. g., Foae 
1953). The most common substrates for oxidative assimilation appear to 
be sugars and the lower fatty acids, although many types of compounds, 
such as alcohols, organic acids, amino-acids, have been found to serve 
as carbon sources for normally photolithotrophie algae. 

Attempts were made to grow Monodus in the dark in stagnant culture 
in Chu no. 10 medium with 0.1% tryptone added. Thirty-one other 
organic substances including glycine and citrate were tested as substrates 
for dark growth, at the concentrations given in Table 2. The py of each 
medium was adjusted initially to about neutrality. After 25—30 days, 
cell counts were made on the cultures. In no case was any growth obtained 
although the cells remained viable in presence of these substrates since 
growth occurred when the cultures were subsequently placed in the light. 

Further attempts were made to obtain growth in the dark on acetic, 
fumaric and succinic acids in media adjusted to px 4.5, on the assumption 
that unionized molecules would pass more readily into the cell. Again no 
growth was obtained. 

Cramer and Myers (1952), working with Huglena gracilis, found that 
although acetate and other compounds with small molecules were 
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utilized, glucose would not serve as a substrate for dark growth unless 
supplied in relatively high concentrations in aerated cultures. Moreover, 
growth was negligible at a neutral reaction but vigorous at po 4.5. The 
previous history of the cells was also important: better growth was 
obtained if the inoculating cells had previously been grown in the 


Table 2. Substrates tested for supporting chemo-organotrophic growth 
in Chu no. 10 medium 


% | % 
Gincosec ees nia on 0.1—2.0 iPyaruiyebein i: eee = 0.1 
HEGCtOSEH ND oe. 0 1.0 Bumarate .. . . . 0.1 
SULCEOSCig deans «oop ey uceks 1.0 Succinatet. ... - 0.2 
MACUORCH Sj vues = gous sk 0.5 Succinamide!. . . . 0.1 
IMaltosepet sai f= 1 > = 0.5 ‘Wreaths sess eosin 0.1 
IRatiinose (hc! 4. 0.5 (Giiv.cine = aural 1 er 0.2 
Hexose-1:6-diphosphate . 0.2 INO oA So Se 0.2 
Mannitolyte.1: = 5.7. 0.5 Tryptophane... . 0.05 
Ethylene glycol... . . 1.0 Asparticacid. .. - 0.2 
Glycerol «i 2-5 + « oe 1.0 Glutamicacid .. . 0.2 
Glycerophosphate* . . - 0.1 Asparagine... . - 0.2 
Ncetate: a bein = 0.2 Glutamine?. ... . - 0.2 
Propionatet .....-- 0.2 Bacto-peptone .. .- 0.1 
achatemri tr tsmelee iPr 0.2 Bacto-tryptone’ . . 0.1 
CHER ee homeo 30 0.1 Meat extract... .- 0.1 
Malate ese og ono sate | c: 0.1 Yeast extract. .. . 0.1 


1 Aerated cultures were also employed. 


presence of glucose. Attempts were therefore made to induce glucose 
utilization by M. subterraneus, employing similar methods. The organism 
was grown in Chu no. 10 42% glucose in the light, and subcultured into 
tubes of Seitz-filtered glucose medium at px 4.5 which were placed in the 
dark and aerated with 1% carbon dioxide in air. No growth had occurred 
after 16 days in the dark. 

Serial subcultures were made on to slopes of glucose medium with 
steadily decreased illumination but chemo-organotrophy was not 
induced. 

3. Effects of organic substances upon respiration. It appears 
from the foregoing work that M/. subterraneus is an obligate phototroph. 
However, organic substances may yet be oxidized without assimilation 
as was found with Chlamydomonas moewusii by Lewin (1950). The effect 
of exogenous energy sources on the respiration of Monodus was therefore 
studied manometrically, using exponentially growing cells. Preliminary 
experiments showed that after incubation in the dark for 24 hr. the 
Qo, of endogenous respiration in such cells was 1.6—2.0 wl./hr./mg. 
dry wt. and the R.Q. (carbon dioxide evolved/oxygen taken up) about0.8. 
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The sixteen organic substances shown in Table 3 were examined as 
possible respiratory substrates. All of these substances were tested at 
px 4.0 and in addition glucose was tested at py 5.8 at concentrations of 
10—100 wmoles/ml. cell suspension. The only effects observed on gas 
exchange were a slight increase in Qo, on addition of acetate or propionate, 
and an increase in carbon dioxide production brought about by fumarate 
and succinate. 


Table 3. Substances examined for effects on respiration 


. zmol/ml 
sedans oaths naar parenrero cell pata : 
Glucose, 7A oe eae 10—100 Acetate 10, 20 
IONS) GG clo mc 10 Propionate . . | 20 
Sucrose anes. ek, 10 Citrate. . . «| 10 
IPOS oo a bb oo 10 Pyruvate . LEO 
Maltoses-.. 4S 2st os 10 Fumarate. 5,10 
Bafiirose 03 cepts 10 Succinate . .| 0.1—20 
Hexose-1:6-diphosphate  . 10 Glycine / 10 
Glycerophosphate ... . 10 Bacto-tryptone 5 mg./ml. cell 
suspension 


The effects of adding fumarate and succinate are shown in Fig. 1. No 
increase in oxygen uptake occurred, succinate in fact causing an appre- 
ciable decrease in Qo,, but there was a sudden burst of carbon dioxide 
production on tipping. This effect was not shown in blank experiments 
with buffer containing no algal cells. The extra carbon dioxide evolved 
on adding 5 wmoles succinate/ml. cell suspension was equivalent to less 
than one-twentieth of the carboxyl carbon in the acid. A further experi- 
ment in which the concentration of succinate was varied from 0.1 to 
20 wmoles/ml. cell suspension failed to show any stimulatory effect on 
oxygen uptake. 

The explanation of this phenomenon is not clear, although further 
investigations are planned. A similar effect was subsequently noticed by 
BeLcHer and Foae (1958) working with another xanthophycean alga, 
Tribonema aequale. No comparable effect was reported by Eny (1951) in 
a detailed investigation of the oxidative assimilation of organic acids bya 
species of Chlorella. 

The effect of acetate on respiration was more pronounced after cells 
had been stored in the dark for five days. Addition of the substrate 
resulted in a slight initial puff of carbon dioxide (Fig. 2) reminiscent of 
that produced in presence of fumarate and succinate, and an increase in 
Qo, of 58% over that in the controls. The R. Q. in the controls was 0.85: 
that in the acetate flasks from 100—280min. was 0.97, suggesting the 
complete breakdown of acetate. 
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4. Organic nitrogen 
sources. Although it was 
apparent from the dark ex- 
periments that M. subterra- 
neus is unable to grow chemo- 
organotrophically, the occur- 
rence of growth on tryptone 
in the light suggested that 
organically bound nitrogen 
may be utilized. A survey was 
therefore made of the effects 
on Monodus of a number of 
nitrogenous substrates, with 
the intention of ultimately 
making further studies on 
those utilized. 

Several algae in bacteria- 
free culture have been found 
to use organic substances 
as nitrogen sources in absence 
of inorganic nitrogen com- 
pounds. These organisms are 
usually capable of chemo- 
organotrophic growth. 


Cuick (1903) demonstrated 
growth of Chlorella pyrenoidosa 
on nitrogen-free medium enriched 
with urea, uric acid or xanthine. 
Lupwie (1938) obtained growth 
of a species of Chlorella on a 
number of amino-acids, peptones, 
urea and other compounds. Chan- 
ges in organic compounds during 
autoclaving were not taken into 
account. GHosH and BuRRIS 
(1950), working with C. vulgaris, 
found that urea and most of the 
amino-acids are utilized to some 
extent. Thermolabile substances 
were sterilized by Seitz filtration. 
The same species was shown by 
Arnow, Oveson and WILLIAMS 
(1953) to utilize arginine and 


Fig. 2. Oxidation of: acetate, 20 “moles/ml. 
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Fig. 1. Gas exchange during endogenous respiration 
of Monodus, and effect of addition of 5 mmoles 
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citrulline. Another green alga capable of chemo-organotrophic growth, Scenedesmus 
obliquus, grows on glycine, aspartic acid, succinamide and asparagine (ALtanus 1950). 
Several green algae utilize the nitrogen of glycine and alanine (ALGEUS 1948, 1949). 
Two marine chlorophyceans, Nannochloris atomus and Stichococcus cylindricus, 
grow vigorously on urea, uric acid, cystine, asparagine and glycine (RYTHER 1954). 


Table 4. Utilization of organic nitrogen 
Chu. no. 10 medium 5, nitrate-free, containing 2.44 mg.-atom organic N/litre 
except where otherwise stated. Final cell concentration expressed as percentage of 


that in nitrate medium. — = no growth, ? = slight or doubtful growth 
a ieee eee 
Nitrate? (Nene = ams 100 Trhistidiney. ws -1ice a1 oe — 
Glycinot ase) (erm — B-citrulline sy u.yhs is ae — 
q-alanine: yarn an — DL-ornithine 
G-aleninegea seen ee dihydrochloride. . . . -- 
A IEY ht, one @ oe — L-asparagmnet 6°... ? 
L-leucinewy., me ee —— L-glutamine. ..... 52 
DE-Isoleucine. .™%. = = | — Ureas secs save potters eae 105 
DL-SeTINGla sch. eos aa ee — Thiouresga ic. «021 et erees -— 
DL-threonine . =. = «1. oe Guanidine carbonate. . . —- 
pu-phenylalanine. .. . a“ Urethane sn ees —_ 
eb YROSILG ware ieeal ae ? Uric acid! (1.22 mg.- 
pL-tryptophane?! ... . 19 atom N/litre). .. .. 35 
DL-proline . 3 — SUCCINAMIGOL Hye ned okey rise 61 
L-Cystinel sa. 5. Sas ? Indole uote tes ees -- 
L-cysteine hydrochloride . ? Indole-3-acetic acid 
DL-methionine . 2 (various concentrations) — 
L-aspartic acid . — Bacto-tryptone ye 28 
L-glutamic acid. ... . —- Bacteriological 
DIFLYSinGi am sue ae ? peptone? 0.1% 25 
L-arginine Casein, soluble? 0.1% ? 

hydrochloride ... . -- Anabaena polypeptide 
(various concentrations) —- 


1 These substrates were also tested after being sterilized by Seitz filtration and 
gave a similar result. 


Representatives of other algal classes have been examined. ALLEN (1952) showed 
that several members of the Myxophyceae which appeared unable to utilize 
organic carbon for growth would utilize casein, casein hydrolysate and urea as 
sources of nitrogen, while Krarz and Myrrs (1955) obtained growth of Anabaena 
variabilis and Nostoc muscorum on urea. Droop (1955b) demonstrated the utilization 
of several amino-acids by a chrysophycean, Prymnesium parvum, and of urea, uric 
acid and glycine by another member of this class, Monochrysis lutheri. The same 
author found two green algae to grow on urea, uric acid and tryptophane as sole 
nitrogen sources: one of these, Nannochloris oculata, is an obligate phototroph. 


In the experiments reported here thirty-six organic substances were 
tested as nitrogen sources for Monodus in stagnant culture in nitrate-free 
Chu no. 105, the concentrations employed, except where otherwise 
stated in Table 4, giving 2.44 mg.-atom N/litre as in the normal nitrate 
medium. pi-forms of amino-acids were supplied to give twice this 
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nitrogen concentration. Controls of nitrate medium and of completely 
nitrogen-free medium were employed. Media were autoclaved at 10 lb. 
for 20 min., and when growth occurred the results were checked in media 
sterilized by Seitz filtration. 

The results are summarized in Table 4. For media in which definite 
growth occurred, the final cell concentration is expressed as a percentage 
of that in the nitrate medium. In cases where only one or two more 
divisions occurred than in the nitrogen-free medium, growth is recorded as 
doubtful. Sterile sodium nitrate solution was added to vessels in which no 
growth had occurred and in all cases the alga proved to be viable. 

It will be seen that M. subterraneus utilized few organic substances as 
nitrogen sources and that there are some curious anomalies. Thus, there 
wag no growth on glutamic acid but abundant growth on glutamine, 
suggesting the utilization of amide nitrogen, yet only slight growth 
occurred on asparagine. Succinamide supported good growth, however. 
Again, growth occurred on tryptophane, but not on the concentrations of 
indole or indole-3-acetic acid tested (5—50 p.p.m. of the latter). In 
tryptophane cultures the cells were a brownish green, and in shaken 
culture showed a marked tendency to adhere to the walls of the flasks 
above the medium. Urea, a commonly used nitrogen source for algae, 
gave growth about as abundant as that in nitrate cultures, but glycine, 
which is utilized by many algae, did not support growth of Monodus. 


5. Utilization of organic phosphorus. There are a few reports of 
the utilization of organic phosphates by algae. 

Harvey (1940) found that growth of mixed phytoplankton populations occurred 
on sodium nucleinate, although the bacteria present may have broken this down to 
inorganic phosphate. Bacteria-free cultures of Phaeodactylum tricornutum (Nitzschia 
closterium forma minutissima) were found by Cuv (1946) to utilize glycerophosphate 
and inositol hexaphosphate, and HARVEY (1953) showed that phosphorus-deficient 
Nitzschia cells rapidly absorb these two organic phosphates. 

M. subterraneus was grown in phosphate-free medium enriched with 
58 g.-atom organic P/litre. Three organic phosphates, sodium glycero- 
phosphate, hexose-1 :6-diphosphate and adenosine-3-phosphate, were 
tested. In addition there were controls with orthophosphate at this 
concentration and of phosphorus-free medium. The organic media were 
sterilized by Seitz filtration. Growth was obtained in all cases (Table 5), 
though in the organic media fewer cells, with higher relative dry weight, 
were produced than in mineral medium. 

Samples of the three substrates were analysed for inorganic phosphate 
by the method of FIskE and SupBarow (LINDBERG and ERNSTER 1956). 
No trace was detected in glycerophosphate or in adenosine-3-phosphate : 
the medium containing hexose-diphosphate was however shown to 
contain 6.6 ug.-atom inorganic P/litre. From a previous determination 
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of the normal phosphorus requirement of Monodus (MILLER and Foee 
1957) it appears that the crop produced in this medium could be ac- 
counted for by the inorganic phosphate present. The utilization of 
hexose-diphosphate has thus not been established. 


Table 5. Utilization of organic phosphorus 
Standard medium with potassium phosphate omitted 
and containing potassium chloride was employed. Initial 
cell concentration 82 cells/mm*. Culture flasks con- 


tinuously shaken without aeration 
oS 


Mean final cell | Mean final dry 
Phosphorus source number/mm? wt./10 ml. 
culture 

Sodium glycerophosphate 11,400 4.6 mg. 
Hexose-1:6-diphosphate * 9,570 4.4 
Adenosine-3-phosphate 12,600 5.2 
Inorganic phosphate 27,800 5.2 
Phosphorus-free medium 782 — 


1 One culture became contaminated and the result was 
discarded. 


6. Effects of growth factors. Experiments were carried out to 
determine whether growth factors had an effect on the rate of growth of 
Monodus in Chu no. 10 under standard culture conditions (aeration and 
continuous shaking). Thiamine, riboflavin, pyridoxine, p-amino-benzoic 
acid, calcium pantothenate, nicotinamide, inositol, folic acid and 
vitamin B,, (cobalamin) were tested over a range of concentrations, but 
in no case was a statistically significant change in relative growth rate 
brought about. The growth acceleration produced by tryptone in this 
medium thus appears not to be due to the presence of growth factors. 


7. Effect of indole-acetic acid. The question as to whether auxins 
have a stimulatory effect on growth of unicellular algae is a controversial 
one. 


BRANNON and Barrscu (1939), who have reviewed the earlier literature, found 
that cell multiplication of Chlorella vulgaris and Coccomy.xa simplex was stimulated by 
indole-acetic acid (IAA) concentrations of the order of 10 p.p.m. However, LitLy and 
LrontAn (1941), also working with C. vulgaris, found no increase in production of 
dry weight on addition of indole-acetic acid. Favourable effects have been noticed 
on several multicellular marine algae: Kytrn (1942) reported stimulation of the 
growth of Ulva and Enteromorpha by 1 p.p.m. IAA, and WritiaMs (1952) found that 
growth of apical segments of Codiuwm was stimulated by this acid. Most workers 
agree that concentrations of about 100 p.p.m. are inhibitory. 


The effect of 3, 10, 30 and 100 p.p.m. (mg./litre) indole-3-acetic acid 
on Monodus growing in the standard medium has been studied by 
calculation of relative growth rate and determination of final cell concen- 
tration and dry weight. The results obtained are shown in Table 6. 
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Under the conditions of our experiment no significant increase in 
relative growth rate was brought about by IAA, while in all [AA cultures 
final cell concentration was significantly lower than in the controls. At 
100 p.p.m. relative growth rate and final dry wt./unit vol. were also 


Table 6. Hffect of indole-3-acetic acid on growth 
Standard medium, initial pq 6.0. Initial cell concentration 45 cells/mm’. Culture 
flasks continuously shaken and aerated with air + 1% carbon dioxide. Relative 
growth rates determined from five counts on each culture during exponential growth 


: Relativ 8 i rj 
Me Aha ee acivente ae Eien Omar ine 
Standard medium . . 0.259 + 0.0027 640,000 117 mg. 
661,000 111 
+3p.pm.IAA.... 0.263 + 0.0019 495,000 104 
492,000 102 
+10ppm.[IAA... 0.264 + 0.0022 553,000 100 
531,000 97 
+30ppm.[AA... 0.257 -+- 0.0060 473,000 99 
529,000 104 
+ 100p.pm.IAA... 0.193 + 0.0072 450,000 86 
376,000 76 


significantly lower. On the 12th day, at the end of exponential growth, 
the length and breadth of 50 cells from a control culture and from one 
containing 3 p.p.m. IAA were measured with a micrometer eyepiece 
scale. The mean cell size and standard deviations in the control culture 
were 6.34 + 0.82 uX3.7u + 0.37 w; those in the IAA culture 6.1 u 
+119 4x34" + 0.71. Thus no increase in cell dimensions was 
brought about during exponential growth by this concentration of the 
growth substance: the occurrence of cells of higher relative dry weight 
in IAA cultures at the end of the experiment is probably analogous to an 
effect noticed previously with cells growing in unfavourable media 
(Miter and Foee 1957). 

8. Effects of chelating agents. A chelating agent can perform two 
biologically important functions. Firstly, by sequestering a cation 
which is present at a toxic concentration, it may reduce the effective 
concentration sufficiently to permit growth to occur. An example is the 
reduction in the toxicity of copper to Anabaena cylindrica brought 
about by its extracellular polypeptide (Foea and WesTLAKE 1955). 
Secondly, by forming such soluble complexes with metals, a chelating 
agent may keep them in solution under conditions which would otherwise 
bring about their precipitation. They then become available to the cell 
either by the absorption of the whole chelate or, more probably, through 
the dissociation of the chelate to maintain a low concentration of the 
free cation. The beneficial effect of a chelating agent should thus be more 
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apparent in a medium with an inhibitory concentration of a cation, or 
one which tends to precipitate. 

The effects have been investigated of two of the chelating agents 
employed in algal media by HutTnzr et al. (1950), ethylenediamine- 
tetra-acetic acid (EDTA) and glycine, on the growth of Monodus in a 
suboptimal medium containing a high concentration (4.64 millimolar) of 
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Fig. 3. Histogram showing the effects of various concentrations of the chelating agents glycine and 
ethylenediamine tetra-acetic acid on growth in a high-caleium medium. Cultures were aerated and 
continuously shaken 


calcium nitrate and 0.49 millimolar sodium nitrate, and described in our 
previous paper (MILLER and Foa@a@ 1957) as “basal medium B’’. The more 
favourable medium “‘F’’, containing 0.73 millimolar calcium nitrate and 
8.30 millimolar sodium nitrate but with otherwise the same composition, 
was used in control cultures. Five times the original concentrations of 
the trace elements boron, manganese, molybdenum, cobalt, copper and 
zine were employed in this experiment. The effects of three concentrations 
of each amino-acid in medium B were examined. 

The results (Fig. 3) show that growth in the high-calcium medium was 
improved by suitable concentrations of chelating agents. Glycine at 
0.3% gave growth with characteristics nearest to those in the low- 
calcium medium. The lowest concentration of EDTA tested here (0.001%) 
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gave some improvement in growth, but 0.01% EDTA was markedly 
inhibitory. The stimulatory effects might be due either to a reduction of 
the inhibitory effect of a cation such as calcium or an impurity introduced 
with it, or to the prevention of precipitation. Evidence against the latter 
alternative was obtained by growing the alga in high-calctum medium 
the reaction of which was adjusted daily to about px 6.0, at which px the 
medium does not form a precipitate. There was no significant difference, in 
any aspect of growth, between 


these and unadjusted cultures i 70 
in which the px rose to about Z8 
8.0 due to uptake of nitrate. 60 
The first alternative was thus § S 
investigated further. 8 50% > 
Cells produced in medium 2 S 
B were pale, indicating a low 8” Ey 
chlorophyll content, and larger & Pp ae 
than those in the similar me- 8 ” [77 t fase 
dium with low calcium content, & ta iN 
suggesting that high calcium 8 A a T D20 ® 
levels might interfere with 8 g 
magnesium uptake. FINKLE 80 S 
and APPLEMAN (1953a and b) & e 
showed that cell division and . Ce 7 77) 


chlorophyll formation in Chlo- Magnesium Concentration 


rella vulgaris are inhibited by Fig. 4. Effect on growth in high-caleium medium of 
magnesium deficiency. An ex- increasing the magnesium content. Cultures were 
5 aerated and continuously shaken. («relative growth rate, 
periment was therefore made _ o final cell concentration and x final dry wt./unit vol.) 
in which the magnesium con- 
tent of the high-calcium medium was increased two-, four- and tenfold 
by addition of magnesium chloride. The effects on growth are shown 
in Fig. 4. 

It is evident that addition of magnesium to the unfavourable medium 
brings about much improvement in growth. Statistically significant 
increases in relative growth rate and final yield, deeper pigmentation and 
a decrease in relative dry weight and cell size were obtained, reminiscent 
of the effects of chelating agents in this medium. It thus appears that the 
effect of chelation in this case might be to increase the availability of 
magnesium. 

The possibility of the growth acceleration produced by tryptone being 
due to chelation is thus indicated. Chelate formation may be con- 
veniently detected by potentiometric titration with alkali: the addition 
of a metal to a solution of the chelating agent causes the liberation of 
hydrogen ions from the organic molecule if chelation occurs, resulting in a 
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displacement of the titration curve (MARTELL and CaLvin 1952). Using 
this method we have demonstrated the chelation of calcium by tryptone. 


Discussion 

The work described shows that M. subterraneus is remarkably inert 
towards organic substances supplied in the external medium. It appears 
to obtain its carbon solely by the photosynthetic assimilation of carbon 
dioxide and only two organic substrates which can support slight 
exogenous respiration have been found. The oxidation of organic sub- 
stances by strict phototrophs has been discussed by HuTner and 
Provasott (1951) and by Lewrn (1954). 

Monodus can, however, utilize a few organic substances as phosphorus 
or nitrogen sources. Some with comparatively large molecules are 
attacked as well as compounds such as urea. This suggests that the cell 
is not impermeable to large molecules, yet the carbon skeletons of these 
substances are not oxidized. Presumably, then, their breakdown is 
effected either outside the cell or at its surface, so that the carbon- 
containing residues do not reach the respiratory centres. Work on this 
problem is continuing. 

It was suggested in an earlier paper that the favourable effect of 
chelating substances on the growth of Monodus in certain media might be 
due to the effective increase in monovalent: divalent cation ratio produced 
(Foae and Miter 1958). However, it appears from the experiments on 
the effects of chelators and increased magnesium in the high-caleium 
medium that calcium may antagonize magnesium uptake by Monodus. If 
preferential chelation of calcium occurred in media with high Ca: Mg ratios, 
a decrease in the ratio would result as with the addition of magnesium. 
The removal by the chelating agents of an impurity in the large quantity 
of added calcium salt cannot altogether be ruled out, although it must then 
be postulated that magnesium annuls the toxic effect of the impurity. 

The stimulatory effect of the bacteriological peptone “Bacto-tryptone” 
on growth in certain media is complicated by the fact that it supplies all 
the essential elements for Monodus, but the effect is not due to chemo- 
organotrophy or heterotrophy and chelation is probably involved. It 
may be noted that ALLEN (1952), and Kratz and Myers (1955), have 
also concluded that stimulation of growth of certain blue-green algae by 
traces of organic substances is related to effects upon mineral nutrition. 


Summary 
1. Certain bacteriological peptones such as ‘‘Bacto-tryptone” increase 
the relative growth rate and final cell production of Monodus subterraneus 
growing in Chu no. 10 medium in the light. Other organic substances 
such as sugars have no effect on growth. Tryptone has been found to 
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constitute a source of all the essential elements for the growth of Monodus, 
and the nitrogen supplied by the concentration employed could account 
for the higher number of cells produced. 

2. Tryptone does not support growth of Monodus in the dark. Anumber 
of other organic substances, e. g. sugars, acids, were tested as substrates 
for chemo-organotrophic growth, but in no case did such growth occur. 
Unsuccessful attempts were made to obtain growth in the dark on 
glucose by adaptation and employment of high concentrations and 
aerated cultures. Monodus thus appears to be an obligate phototroph. 

3. Sixteen of the substances tested for supporting chemo-organotrophic 
growth, including tryptone, were also tested as substrates for exogenous 
respiration. Only acetate and propionate bring about increased oxygen 
uptake by the organism, although certain organic acids have an effect 
on its carbon dioxide output. 

4. A few organic compounds among the thirty-six tested serve as 
nitrogen sources for Monodus. These are tryptophane, glutamine, 
succinamide, urea and uric acid. Tryptone and another bacteriological 
peptone also contain some nitrogen available for growth. 

5. Sodium glycerophosphate and adenosine-3-phosphate have been 
found to serve as phosphorus sources for Monodus. 

6. The growth factors thiamine, riboflavin, pyridoxine, p-amino- 
benzoic acid, calcium pantothenate, nicotinamide, inositol, folic acid and 
vitamin B,, have been shown to be without effect on the growth of 
Monodus in mineral medium. 

7. Indole-3-acetic acid has no stimulatory effect on Monodus growing 
under optimal conditions of temperature, aeration and turbulence in the 
standard medium. 100 p.p.m. of the growth substance causes a marked 
inhibition of growth. 

8. Addition of the chelating agents ethylenediamine-tetra-acetic acid 
and. glycine has been found to improve relative growth rate and final 
yield in a high-calcium medium. The normally poor growth in this 
medium is not due to precipitation of trace elements, and an improvement 
in growth similar to that produced by chelating agents can be produced by 
increasing its magnesium content. It is suggested that chelating agents 
improve the growth of M onodus in certain conditions by reducing the effec- 
tive calcium concentration thus giving a more favourable Ca: Mg ratio. 

9. Tryptone has been shown by potentiometric titration to chelate 
calcium and its capacity to increase the rate of growth in certain media 
may be dependent on this property. 
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(Eingegangen am 31. Januar 1958) 


In any survey of the Xanthophyceae the genus Tribonema merits 
attention as including the commonest representatives of the group. 
Species of T'ribonema are frequent in standing fresh-water and oc- 
casionally may be extremely abundant (MorELAND, 1937). 7’. bombycinum 
Derb. and Sol. is frequently a nuisance as a plankton organism in 
reservoirs (MACKENZIE 1954). The same species may also occur as a soil 
alga (LUND 1947). The species used in the investigations to be described, 
T. aequale Pascher, occurs in standing water in central Europe, being 
widespread there but apparently not common (PascHER 1939). Studies 
on fat accumulation in 7’. aequale have been reported by CoLLYER and 
Foaa (1955). 

All species of T'ribonema are filamentous, sessile when young but 
usually forming floating masses later, and are inconvenient subjects for 
quantitative physiological studies. However, it was thought desirable to 
carry out the investigations described below so that the general features 
of the growth and nutrition of a Tribonema might be compared with 
those of other representatives of the Xanthophyceae, investigations on 
which are described in other papers of this series (MittER and Foae 
1957 and 1958; Beroner and Miner, in preparation). 


Materials and Methods 


The strain of 7’. aequale used was that previously studied by CoLLyER and Foae 
(1955) and originally isolated by Martnx. It was obtained from the Cambridge 
Culture Collection in 1949 but is evidently not identical with the strain of 7’. aequale 
now available as no. 880/7. ‘ 

The alga grew well in the medium no. 10 of Cau (1942) used at double concen- 
tration and with iron supplied as a ferric citrate-citric acid mixture (RODHE 1948). 
Cultures were grown in 250 ml. conical flasks of “Pyrex’’ glass, stoppered with 
cotton wool plugs, at a temperature of 20° G. and in a light intensity of about 
2000 metre-candles. All cultures were stagnant, for air bubbled through them was 
found to cause the filaments to form tangled masses. Cultures were inoculated from 
a suspension of short lengths of-filament prepared by vigorous agitation for about 
48 hours. Since it was not possible to remove aliquot parts of the individual cultures, 
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numbers of parallel cultures were grown for each experiment, one being harvested 
for each determination. Growth was estimated by duplicate determinations of the 
dry weight of algal material retained on sintered glass filters, pore size 40 to 90 pw. 


Autotrophie growth 

T’. aequale grew exponentially under these conditions for about 8 days 
with k ~ 0.10 log,, units/day!; no lag phase being evident. Yields of 
about 0.01 gm. dry weight per 100 ml. were obtained after about 15 days. 
Production of zoospores was sometimes observed after exponential 
growth had ceased. 

Growth took place over the range py 4.0 to 9.0, with an optimum near 
8.0, in media buffered with 0.01 molar potassium di-hydrogen phosphate. 
Both nitrate and ammonium ion were found to be adequate nitrogen 
sources. In media containing the latter growth slowed down and was 
finally inhibited when the px fell to 4.0. No increase in the growth rate 
with increasing concentration of nitrogen source was observed over the 

range 0.0001 to 0.0005 molar. 


bi salt eee ee Similarly, there was no increase 


in the growth rate with increasing 

| phosphorus (as K,HPQ,) concen- 

tration over the range 0.0001 to 

| 0.0005 molar. 0.01 molar phosphate 

had a slight inhibitory effect on 

Yi growth while 0.04 molar phosphate 
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was lethal. 7'ribonema spp. are often 
\ ee EDN ees stated to be cold water forms, but 
the temperature optimum in cul- 
ture of the strain studied appears 
to lie near 25° C. 
J hg LN The effects of organie substances 
\ 1. Chemo-organotrophic growth 
arn | a] Certain organic compounds were 
a f @? g ¥ ¢ days’ found to be capable of supporting 


Vig. 1. Growth of Tribonema aequale in the dark — the growth of 7’. aequale in the dark. 
with glucose. « light, without glucose, « dark, with 
glucose, a dark, without glucose, | sporulation Of those tested glucose was the best, 
occurred here in cultures with glucose but acetate and citrate also sup- 
ported slight growth. Sucrose was 
also utilized for growth in the dark after an adaptation period. In these 
experiments the media consisted of double concentration Chu no. 10 
medium with 0.01 molar substrate. The growth of 7’. aequale with 


glucose in the dark as compared with its phototrophic growth is shown in 


1k = R of Miter and Foae (1957). It seems desirable to conform to the now 
almost general practice of using the symbols given by MyErs (1953). 
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Fig. 1. Production of zoospores occurred after four days in the presence 
of glucose in the dark. 

The chemo-organotrophy of 7’. aequale was tested qualitatively using 
a representative range of organic compounds as substrates, both in liquid 
media and on agar. The results for the two series were similar and those 
for the latter are shown in Table 1. In no case where growth occurred did 
noticeable loss of chlorophyll take place in the dark. 


Table1.The effect of various organic substrates on Tribonema aequale 


All experiments were carried out in duplicate. See the text for 
experimental details. The QO, of the controls for the different 
experiments varied between 2.0 and 4.0. wl./hr./mg. 


Manometric results 


Growth - 
on agar Increase in Qo, 
% 


Substrate 


Glucose... . 

Hructose. ~~77'. 5.8 <10 
Mannose... . = 5.8 <10 
Galactose : — 5.8 <10 
Arabinose .. . — 5.8 <10 
Rhamnose.. . = 5.8 <10 
X@ylOSe aimee) see = 5.8 <10 
Suerose:  mecehils ++ 5.8 <a!) 
Lactose - 5.8 <10 
Cellobiose - 5.8 <10 
Ethyl alcohol . _ 5.8 20 
Glycerol”. *. ©". — 5.8 40 
Acetic acid. . . — 4.0 50 
Citric acid: .) 7: + 4.0 60 
Fumaric acid. . — 4.0 50 
Succinic acid . . — 4.0 100 


In addition to these direct growth experiments the utilization of 
organic substances as energy sources by 7’. aequale was investigated 
manometrically. Cultures were grown phototrophically in one litre 
flasks for three weeks. Filaments from these were starved in darkness for 
two days and then were cut into pieces of from six to twelve cells by 
means of an M.S. E. Atomix blender. After washing in distilled water 
they were resuspended in a buffer solution containing 0.01 molar po- 
tassium hydrogen phosphate and 0.002 molar magnesium sulphate. 
These operations were carried out in subdued light. The effect of the 
organic compounds on the rate of respiration of the cells was determined 
using a WARBURG constant volume respirometer maintained at 25° C. in 
the dark. The results of these experiments are summarized in Table 1 for 
comparison with the results of the qualitative growth experiments. 

Dias 
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Comparison between these two series of results reveals that some 
organic compounds which increase the rate of oxygen consumption of 
T’. aequale to a considerable extent are not capable of supporting growth 
in the dark. This contrasts with the good correlation which is found for 
Chlorella and Prototheca between the chemo-organotrophice growth that 
can be obtained with a particular substrate and the value of the same 
substance as a substrate for exogenous respiration (Foae 1953). Thus the 
respiration rate was almost doubled in the presence of succinate in a 
manometric experiment, succinate being about three times as effective 
as glucose in this respect, but no growth was produced in the dark using 
succinate as a substrate whereas glucose supported excellent growth. On 
the other hand, the dark growth of 7’. aequale on sucrose agar was 
nearly as good as that on glucose agar, although the effect on respiration 
of the former sugar was less than a third of that of the latter. However, in 
sucrose cultures no growth at all was detected until after three weeks, 
while the filaments on glucose started growing immediately. At the end 
of this three week incubation period growth suddenly started throughout 
the filaments of the inoculum, which were spread out over the surface of 
the agar slope. Since growth started simultaneously from many centres 
in the inoculum it seems unlikely that this adaptation could depend on 
mutation. A parallel example of adaptation was shown by another 
member of the class, Bumilleriopsis, using mannose as a substrate 
(BELCHER and MILLER, in preparation). 

In the manometric experiment on 7’. aequale using succinate as a 
substrate there was an unexplained evolution of CO, when the substrate 
was added to the algal suspension. This raised the R. Q. of the suspension 
to 2.0 for 40 minutes, after which time it fell suddenly to near 1.0 again. 
A similar CO, evolution was observed with Monodus subterraneus (MILLER 
and Foaa 1958). 


2. The assimilation of nitrogen in organic combination 

Many algae can utilize organic sources as their sole supply of nitrogen 
for growth (see review in MriiEr and Foae 1958). Various organic nitrogen 
compounds have been tested as sole nitrogen sources for 7’. aequale, at 
concentrations equivalent to 0.00025 molar nitrogen. The cultures were 
harvested during the exponential phase and the figures given in Table2 
are the log dry weight increases expressed as percentages of the log dry 
weight increases of controls grown for the same time and containing an 
equivalent amount of nitrate as nitrogen source. 

{t can be seen from the Table that 7’. aequale can utilize a wide range 
of organic compounds as sole sources of nitrogen. In this it agrees with a 
number of Chlorophyceae studied by Atekus (1948a, b, ¢, 1949, 1950a, b, 
1951). He divides these into two classes, in the first of which there is 
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excessive deamination of glycine, with liberation of ammonia into the 
medium, while in the second there is no liberation of ammonia. Scenedes- 
mus obliquus is an example of the first class and Ohlorella vulgaris of the 
second. 7’. aequale appears to belong to the first group since there was an 
increase in the pg of the medium of two units during growth of this alga 
on glycine as compared with the controls. 


Table 2. The growth of Tribonema aequale with various 
nitrogen sources. 
For experimental details see the text 


Nitrogen source cere Nitrogen source as 
oO % 
Glycine. Ss2.00° 100 a-Alanine =... : 0 
Te VALITNO | beeen ae 100 u-Leucine .. . 85 
DE Oer Wwe rakes. 98 pu-Threonine . 80 
pL-Phenylalanine 81 L-Tyrosine . . . 85 
pL-Tryptophane . 98 L-Cystine .. . 100 
L-Cysteine-HCl . 0 pu-Methionine . 0 
L-Aspartic acid . 0 L-Glutamic acid 0 
DL-Liysine .. . 0 L-Arginine-HCl . 100 
u-Histidine .. . 86 u-Citrulline .. 80 
u-Glutamine . . 73 Acetamide.. . 94 
Succinamide. . . 0 Succinimide . . 89 
iUreatawrest he te 100 Thiourea ... 0 
Urethane... . 63 Guanidine 
carbonate. . 74 


Urea, which has proved a suitable nitrogen source for other algae 
(Lupwic 1938; SAGER and GRANICK 1953; Mriuer and Foaea 1958), 
produced as much growth of Tribonema as nitrate. 


Discussion 

Tribonema aequale appears to show no unusual features either in 
mineral nutrition or in utilization of organic substrates. In contrast to 
Monodus subterraneus (Mituer and Foe 1958) it is a facultative 
chemo-organotroph, being able to grow on certain sugars or organic 
acids in the dark. This finding is of interest in view of the comment of 
Frirscu (1935 p. 501) on the scarcity of obligate chemo-organotrophs in 
the Xanthophyceae, a state of affairs which contrasts with that in the 
Chlorophyceae. As will be made evident in a later paper (BELCHER and 
MitieER, in preparation) the Xanthophyceae appears to contain relatively 
as many facultative chemo-organotrophs as does the Chlorophyceae. 
T. aequale also contrasts with M. subterraneus in utilisation of organic 
nitrogen sources, being able to make use of many substances, such as 
glycine, cystine and arginine, for this purpose which do not support the 
growth of the latter alga. Auatus (1948¢) believed that species of algae 
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which can utilise a variety of organic nitrogen sources were generally 
characteristic of waters heavily contaminated with organic matter. 
There seems to be no such correlation of the ability to use organic 
substrates and their presence in the natural environment in the case of 
these two xanthophycean algae, 7’. aequale being a fresh water alga 
whereas M. subterraneus appears to be characteristically a soil form. It 
is also noteworthy that the morphologically more advanced Tribonema 
should have a capacity to utilise organic substrates which the simpler 
form has not. 


Summary 


1. Quantitative studies have been made on the growth of the filamen- 
tous xanthophycean alga Tribonema aequale Pascher in bacteria-free 
culture. 

2. The effects of different concentrations of nitrate, phosphate and 
hydrogen-ion on growth in an inorganic medium have been ascertained. 

3. It has been established that the alga can grow in the dark if supplied 
with organic substrates such as glucose, sucrose or certain organic acids. 

4. In tests with a variety of organic substances no correlation was 
found between ability to support chemo-organotrophic growth and 
utilization as an exogenous substrate for respiration. 

5. The alga has been found capable of using a variety of organic 
nitrogen compounds as sole sources of nitrogen. 
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Stoff wechselmessungen 
unter laufender Kontrolle (Registrierung) 
des 0.-Partialdruckes im biologischen Reaktionsmedium 


Von 
F. Winpiscu, I. G@ARSUCH und W. HEUMANN 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 2. Februar 1958) 


Bisher war es nicht moglich, Stoffwechselmessungen unter laufender 
Kontrolle (Registrierung) der jeweils im biologischen Reaktionsmedium 
gelésten Sauerstoffmenge durchzufiihren. Da& derartige unkontrollerte 
Bestimmungen nicht brauchbar sind, um gesicherte Feststellungen zu 
treffen und bindende physiologische Schliisse daraus zu ziehen, ist in der 
Vergangenheit schon haufiger Gegenstand kritischer Auseinander- 
setzungen gewesen. Kin klassisches Beispiel hierfiir liefert die Polemik 
Weumers (1905, 1906, 1907) gegen Pasreur, bei der es bekanntlich um 
die Festlegung des Stoffwechseltypus der Mucoraceae (aerobe Alkohol- 
bildung) geht; von keiner Seite konnte methodisch einwandfrei fun- 
diertes Beweismaterial fiir eine stichhaltige Entscheidung beigebracht 
werden. Die Hauptursache der experimentellen Unzulanglichkeiten, 
durch welche miihsam erarbeitete Ergebnisse immer wieder in Frage 
gestellt werden, ist darin zu suchen, daB es bislang an einer geeigneten 
physikalischen Methode fehlte, welche die Grundlage dafiir hatte abgeben 
kénnen, den O,-Partialdruck im Substrat wihrend der Kultivierungs- 
bzw. MeBperiode zu ermitteln, notwendigenfalls zu regulieren oder, 
wenn es spezielle Versuchszwecke erfordern, auf einem vorgesehenen 
Niveau konstant zu halten. 

Bei Anwendung der allgemein gebrauchlichen Stoffwechsel-Mikro- 
methode nach Warsure (1924), die auf dem gasvolumetrischen Prinzip 
beruht, werden die beschickten Ansatzkivetten mit Sauerstoff, dem 
etwa 5% CO, beigemischt sind, vor Mefibeginn gesattigt. Den Absorp- 
tionsgesetzen gemab sollte sich, wenn die Apparatur nach Vorschrift 
kraftig geschiittelt wird, Sauerstoff immer in dem Mafe nachlésen, wie er 
von der atmenden Zellmasse verbraucht wird, so daB wiihrend der 
Mefdauer konstante Versuchsverhaltnisse vorherrschen miBten. Direkte 
Priifungsergebnisse liegen hieriiber nicht vor. Bei der von F. WINDISCH 
(1932, 1952, 1953) eingeftihrten Makrometrie des Zellstoffwechsels wird 
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wihrend der gesamten MeBperiode unter kraftigem Schiitteln mit 
synthetischer Luft (elektrolytische O,-Entwicklung) durchgast; auf diese 
Weise ist unter bestimmten Voraussetzungen, die genau definiert sein 
miissen, eine optimale O,-Versorgung des zu testenden Zellgutes gewahr- 
leistet. Die experimentelle Sicherheit ist jedoch unter diesen Umstanden, 
wie besonders hervorzuheben ist, nur eine bedingte, d. h. nur eine von 
Fall zu Fall geltende, keine absolute. 

Es hat sich deshalb als ein wesentlicher Fortschritt erwiesen, da mit 
Hilfe der elektrochemischen MefRmethode nach Tépt (1950, 1952) eine 
Kinrichtung geschaffen werden konnte, welche eine laufende Kontrolle 
(Registrierung) der O,-Partialdruckverhaltnisse im Reaktionsmedium 
gestattet. Bekanntlich beruht das Tédtsche MeBprinzip darauf, daB der 
in Flissigkeiten geléste Sauerstoff unter Verwendung galvanischer 
Elemente bestimmt werden kann, deren Stromlieferung allein von der an 
die edlere Elektrode gelangenden Sauerstoffmenge abhangig ist (Messung 
des O,-Diffusionsstromes). Diese Bedingung ist dann erfiillt, wenn das 
Kathodenpotential so edel bleibt, daB eine direkte Wasserstoffentwick- 
lung nicht stattfindet. AuBerdem muB vermieden werden, daB an der 
MeBelektrode ein O,-Verbrauch ohne StromfluB durch Lokalelement- 
wirkung erfolgt (Reaktion zwischen Oxydhauten und Grundmetall). 
Elementkombinationen, die dieser Voraussetzung entsprechen, sind z. B. 
Pt/Pb oder Goldamalgam/Zn. 

Im nachfolgenden beschreiben wir die apparative Anordnung, wie sie 
bei uns seit langerem zur laufenden Kontrolle des O,-Partialdrucks in 
Gebrauch ist, und bringen dann anschlieBend einige Versuchsbeispiele 
aus dem weiten Anwendungsbereich. 


Apparatur zur laufenden Kontrolle des 09-Partialdruckes 
im Reaktionsmedium 


Unter Einbeziehung der Tédtschen O,-Mefmethode lassen sich 
Stromstirkemessungen vornehmen, die es einmal erméglichen, zu jedem 
gewiinschten Zeitpunkt die O,-Konzentration festzustellen, bei welcher 
die Anzucht von Mikroorganismen bzw. die Gewebekultivierung von 
pflanzlichen und tierischen Explantaten vor sich geht, zum anderen es 
aber auch gestatten, waihrend des Ablaufs von Dissimilationsbestimmun- 


gen eine laufende Kontrolle des O,-Partialdruckes im Reaktionsmedium 
auszuiiben, 


Die vorliegend gewihlte apparative Anordnung (Abb. 1) stellt ein Stoffwechsel- 
MeBprinzip dar, wie es bei den makrometrischen Stoffwechselmessungen nach 
F. Winpiscu zugrunde liegt. Das ReaktionsgefaB (1), das mittels Thermostat (hier 
nicht eingezeichnet) auf konstanter Versuchstemperatur gehalten wird, nimmt das 
Nahrmedium auf, in welchem die Sauerstoffmessung ausgefiihrt werden soll. Ein 
Zu- und Ableitungsrohr gestattet das Hindurchleiten des vorgesehenen O,/N,-Gas- 
gemisches von bestimmtem O,-Partialdruck. Durch magnetische Rithrung wird fiir 
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eine ausreichende und konstante Bewegung der Anstell6sung sowie des spateren 
Testgutes gesorgt, was sowohl fiir die O,-Messung als auch fiir den Stoffwechsel- 
versuch notwendig ist, da durch das Riihren die anfallenden Stoffwechselprodukte 
schneller von der Zelle hinwegtransportiert werden und der Sauerstoff besser an die 
Zelle herangelangen kann. Der jeweils herrschende O,-Partialdruck ist mit den 
eingebauten Elektroden (3 u. 4) 
nach Topr galvanometrisch 
bestimmbar und kann mit Hilfe 
eines registrierenden Mikro- 
Ampéremeters wihrend der ge- 
samten Versuchsdauer konti- 
nuierlich aufgezeichnet werden. 
Hat sich der gewiinschte O,- 
Partialdruck im Nahrmedium 
eingestellt, so bringt man das 
inzwischen im VorstellgefaB (2) 
desoxygenisierte Zellgut in den 
Reaktionsraum. Der nun ein- 
setzende O,-Verbrauch wird bei 
zu geringer O,-Nachlieferung 
ein Absinken der Stromstarke 
zur Folge haben. Durch ver- 
starkte Sauerstoffzufuhr muB 
jetzt der O,-Partialdruck auf 
den urspriinglichen Wert zu- 
riickgebracht werden. Auf diese 
Weise ist es durch LEinbe- 
ziehung der Tédtschen Methode 
méglich: 


1. eine Anderung des O,- 
Partialdruckes wahrend des 
Versuches sofort festzustellen ; 


2. diese in kiirzester Zeit 
durch Variierung der O,-Do- 


eee auszugleichen ; Abb. 1. Anordnung zur elektrochemischen Registrierung 
3. die O,-Partialdruckver- des 0,-Partialdrucks im wees ores’ bd ides goin 

5 7 ‘ 3 ‘ 1 Stoffwechsel-ReaktionsgefaB, 2 Aufsatz zur O,- reien 
ees die | -wahrend soups Hinbringung der Zellen, 3 Kathode (Pt oder Au-Amalgam), 
- Versuchsablaufs vorherrschen, 4 anode (Pb oder Zn), 5 Magnetische Rihrung, 6 Regi- 
zu registrieren und dadurch ge- _ strierendes »A-Meter, 7 Zuleitung des 0,/N2-Gasgemisches, 
nauestens beurteilen zu k6nnen. 8 Ableitung des Gasgemisches zur Stoffwechselapparatur 


Anwendungsbeispiele 


Im nachfolgenden sind einige Beispiele gebracht, die demonstrieren 
sollen, wie im Prinzip die Kontrolle des O,-Partialdrucks im Zichtungs- 
bzw. Reaktionsmedium unter Einbeziehung der O,-MeSmethode nach 
TépT vonstatten geht. 

Aus dem mikrobiologischen Fundus unserer Stoffwechselarbeiten 
fiihren wir zuerst — als Paradigma eines weiten Anwendungsbereiches — 
die Reinzucht von Schimmelpilzkulturen an. Im Beispielsfalle (Mucor 
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guilliermondi, Syn. Mucor subtilissimus) ging es darum, definiertes 
Zellmaterial, d. h. einzellige Organismen, die sogenannte Mucorhefe, zu 
gewinnen und dabei méglichst hohe Ertrage zu erzielen. Zu diesem 
Zwecke mute die Anzucht unter staéndigem Schiitteln und kontinuier- 
licher Sauerstoffzufuhr vorgenommen werden. Die Schimmelpilze gelten 
allgemein als auBerst luftliebend, eine Ansicht, die sich hauptsachlich 
auf technische Empirie stiitzt. Hohe Ausbeuten an Mycelmasse lassen 
sich, z. B. bei der industriellen Gewinnung von Pilzamylase, nach 


1% 30 
min 


Abb. 2. O.-Kontrollmessung wiihrend der Anzucht von Mucor guilliermondi 


B. Drews, H. Specut u. E. RorHeENBAcH (1952) nur bei intensiver 
Aeration erzielen. Irgendwelche genaueren Angaben tiber die im Nahr- 
medium herrschenden O,-Partialdruckverhiltnisse bzw. wtiber den 
Sauerstoffverbrauch wahrend der einzelnen Ziichtungsperioden liegen 
bisher von keiner Seite vor. Erst durch den Einbau von Elektroden in die 
Kultivierungsgefafe ist es méglich geworden, die O,-Konzentration im 
Substrat zu bestimmen und damit die fiir den physiologischen Bedarf 
tatsachlich verfiigbare Sauerstoffmenge festzustellen. Hiernach kénnen 
dann erforderliche MaBnahmen und regulierende Vorkehrungen getroffen 
werden. 

Vorstehendes Diagramm (Abb. 2) veranschaulicht eine O,-Kontroll- 
messung, wie sie sich im Verlauf der Ziichtung von Mucor guilliermondi 
unter optimaler Sauerstoffversorgung abwickelt. Es ist zundchst daraus 
zu ersehen, daB sich nach AnschluB8 der Elektroden und Einleiten von 
Luft etwa innerhalb 1 Std Sattigung des Nahrsubstrates mit Luft- 
sauerstoff einstellt. Durch Umschaltung auf Reinststickstoff sinkt darauf 
die Stromstarke praktisch auf 0 ab; hieraus gibt sich zu erkennen, daB 
die Elektroden ordnungsgema® reagieren. Wird jetzt erneut Sauerstoff 
zugefiihrt, so steigt der Galvanometerwert (wA) wieder an, und zwar 
proportional der Konzentration des im Nahrmedium gelésten Sauerstoffs. 
Wenn die Anzeige ergibt, daB eine ausreichende Menge von Sauerstoff 
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in Lésung gegangen ist, erfolgt die Beimpfung mit der Mucorkultur. Im 
gleichen Augenblick sinkt die Stromstarke steil ab, weil die Organismen 
bei der Einsaat begierig Sauerstoff an sich reif{en. Durch intensivierte 
Zufuhr von Sauerstoff kann der O,-Sturz aufgefangen und in kurzer Zeit 
wieder ein Ansteigen auf die optimale O,-Konzentration im Ziichtungs- 
medium erreicht werden. Die Registrierung der O,-Messung nach 
24 Std zeigt an, daB der O,-Partialdruck auf der gewtinschten Hohe 
erhalten geblieben ist. In Anwendung der elektrochemischen O,-Kontrolle 
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Abb. 3. O.-Kontrollmessung wahrend einer makrometrischen Stoffwechselbestimmung 
an Saccharomyces carlsbergensis U 


kann also die gesicherte Aussage gemacht werden, da8 sich wahrend des 
Ablaufs eines gewahlten Ziichtungsverfahrens jederzeit die fiir das 
aerobe Pilzwachstum optimale Sauerstoffmenge im Nahrmedium be- 
funden hat. Nur bei genauer Kenntnis der Sauerstoffverhaltnisse im 
Kultivierungsstadium war es beispielsweise moglich, auf biologiseh 
exakter Versuchsgrundlage den Stoffwechseltypus der Mucoraceae als 
aerob girend festzulegen und endlich die Streitfrage WEHMER-PASTEUR 
im Sinne WEHMERs (1907) zu entscheiden, wortiber wir demnachst noch 
ausfiihrlicher berichten werden. 

Eine weitere Anwendungsméglichkeit der elektrochemischen O,- 
MeSmethode nach Topr ist in Verbindung mit der Makrometrie des 
Zellstoffwechsels nach F. WryprscH (1952) gegeben. Durch die Anbrin- 
gung von Elektroden im MefgefaB 1aBt sich eine laufende Kontrolle des 
im Reaktionsmedium herrschenden O,-Partialdrucks ausiiben. Auf diese 
Weise wird einer der bedrohlichsten und schwersten Meffehler, der sich 
bei latenter Hypoxie oder unerkannter intermittierender Anoxybiose 
einzuschleichen vermag, von vornherein und unter allen Umstanden 
eliminiert. Das Verfahren der makrometrischen Dissimilationsmessung 
erhialt hierdurch erst seine physiologisch gesicherte Fundierung. 

Die folgenden 3 Diagramme stellen typische Beispiele von mikrobiolo- 
gischen Stoffwechselmessungen dar, deren O,-Kurven die Notwendigkeit 
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einer laufenden Kontrolle des O,-Partialdrucks im Reaktionsmedium 
wihrend des MeBvorganges besonders eindringlich vor Augen fiihren. 

Abb. 3 veranschaulicht die graphische Darstellung einer O,-Kontroll- 
messung beim Versuchsansatz von untergiriger Kulturhefe (Sacch. 
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Abb. 4. O.-Kontrollmessung wiihrend einer makrometrischen Stoffwechselbestimmung 
an Mucor guilliermondi 


carlsbergensis U), Abb. 4 beim Ansatz von Mucorhefe (Mucor guillier- 
mond), Abb. 5 beim Ansatz einer Essigbakterienkultur (Schnellessig- 
bakterium orleanense, isoliert aus einem Frings-GroBraumbildner). Der 
Ablauf der Messung setzt sich bei allen 3 verschiedenen Organismenarten 
einheitlich aus folgenden Phasen zusammen: 1. Stickstoffeinleitung bis 
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Abb. 5, O.-Kontrollmessung wiihrend einer makrometrischen Stoffwechselbestimmung 
an Schnellessigbakterium orleanense 


zur restlosen Sauerstoffverdriingung, 2. Einleitung von Elektrolyt- 
sauerstoff bis zur Erreichung des gewiinschten 0,-Partialdruckes, 3. Zu- 
gabe des Organismengutes, 4. Kompensierung des abgesunkenen O,-Par- 
tialdruckes durch verstiirktes Einleiten von Sauerstoff, 5. Desoxy- 
genisierung des MefiigefiBes und Reaktionsmediums mittels Reinststick- 
stoff nach Beendigung des Stoffwechselversuchs. 
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Aus den angefihrten 3 Beispielen, die der Makrometrie des Zellstoff- 
wechsels entnommen sind, geht zundchst grundsatzlich hervor, daB mit 
einem unterschiedlichen O,-Verbrauch bei den einzelnen Organismen- 
arten gerechnet werden mu8. Ubereinstimmend hat sich in allen Fallen 
gezeigt, daB die Sauerstoffversorgung in der Weise reguliert werden 
kann, da8B wahrend der Stoffwechselmessung jederzeit eine optimale 
Sauerstoffmenge im Reaktionsmedium geldst vorhanden ist. Weiterhin 
ist zu entnehmen, da vor Beginn des MeBversuchs der im Substrat 
geléste Sauerstoff vollstandig durch Reinststickstoff entfernt worden ist, 
wie es die Arbeitsvorschrift verlangt, und schlieBlich, daB nach beende- 
tem Stoffwechselversuch der eingeleitete, von den Organismen nicht 
verbrauchte Sauerstoff quantitativ in die Vorlage (reduzierte Kupfer- 
spirale) iberfiihrt worden ist. 


Zusammenfassung 


Unter Nutzanwendung der O,-Galvanometrie nach F.Tépr wurde 
eine bestimmte Elektroden-Kombination in die Kultivierungs- und 
MeBgefaBe eingebaut, die es erméglicht, Zellziichtungen und Stoff- 
wechselmessungen unter laufender Kontrolle (Registrierung) des 
O,-Partialdrucks im Nahr- bzw. Reaktionsmedium vorzunehmen. Es ist 
eine Beschreibung der apparativen Anordnung gegeben. Dazu sind 
einzelne Anwendungsbeispiele gebracht, aus denen die praktische 
Durchfiihrbarkeit von O,-Kontrollmessungen ebenso wie ihre unerlaB- 
liche Notwendigkeit hervorgeht, wenn biologisch entscheidende Fest- 
stellungen getroffen werden sollen. Die Makrometrie des Zellstoffwechsels 
hat erst durch die Finfiihrung des Tédtschen O,-MeBprinzips ihre exakte 
physiologische Fundierung erfahren. 
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Beitriige zur Wirkung exogener makromolekularer 
Wachstums-Stimulatoren 


I. Die Wirkung von Agar und Agar-Hydrolysaten 


Von 
K. vy. WEIHE 


Mit 4 Textabbildungen 


(Hingegangen am 12. Februar 1958) 


Die wachstumsstimulierende Wirkung geringer Agar-Zusatze zu Nahr- 
lésungen ist als Ergebnis grenzflachenenergetischer Vorgange inter- 
pretiert worden (sieche v. WEIHE 1955, ebenda weitere Literatur). Diese 
Interpretation griindet sich 1. auf der Steigerung der Oberflachenent- 
wicklung, 2. auf der Forminderung der Zelle bzw. der der oberflachen- 
vergréBernden Zellspitze (oder besser: der Anderung ihres Kriimmungs- 
radius) bei steigenden Agar-Konzentrationen und 3. auf experimentelle 
Belege fiir verschiedene Adhasionserscheinungen und Folgereaktionen 
zwischen pflanzlichen Zellwanden und festen Oberflichen. Eine direkte 
Messung der Grenzflachenenergie an der Phasengrenze: Zellwand(-bau- 
stein)-Nahrlésung ist vorerst experimentell nicht méglich. 

Agar enthalt organische und anorganische Beimengungen, die zum 
Teil durch eine Wasser- bzw. Athylalkohol-Ather-Reinigung abzutrennen 
sind, ohne da dadurch eine Beseitigung der stimulierenden Wirkung 
erfolgt. Es bestehen somit die Méglichkeiten, daB dieser Stimulations- 
faktor (siehe auch L-Faktor bei Brrancourr u. Rosserrr 1950; 
Brranoourt 1951; Rosserrr u. Brrancourr 1952; Brrancourt, 
Rossertr u. Kuozynska 1954) entweder in weiteren alkohol- und 
atherunléslichen Beimengungen oder im Agar selbst vorliegt. Das Ziel 
der folgenden Untersuchungen ist: die Frage nach den Eigenschaften und 
der Lokalisation des wirksamen Prinzips weiter einzuengen. 

Die bisher beobachteten Wirkungen auf das Wachstum und die 
Zellform sind: + starke Férderungen der Oberflaichenentwicklung, Ver- 
minderung des Zelldurchmessers und eine Erhéhung der Zahl wachsender 
Zellwandareale, insbesondere bei Zellen mit Spitzenwachstum (frei- 
liegender Zellspitzen). Dies wurde bis jetzt festgestellt bei: a) Algen, 
b) Pilzen, c) Angiospermen: Wurzelhaare, Wurzeln (zum Teil), SproB 
(zum Teil), Blatt (zum Teil), Gewebekulturen (NitscH u. NirscH 1956). 
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Dieser Forderfaktor! 148t sich folgendermaBen charakterisieren: 
Chemisch und physikalisch: 1. HeiBwasserléslich oder in heiBem 
Wasser suspendierbar. 2. Hitzebestaindig (3 Std 100°C). 3. Druck- 
bestandig (1 atii, 20 min, 120° C). 4. Quantitativ nicht von einem unwirk- 
samen Restkérper trennbar: a) durch Kaltwasserextraktion, b) Athyl- 
alkohol-Extraktion, ce) Athylather-Extraktion. 5. Keine rein anorga- 
nische Komponente. Wirkstoffphysiologisch: 1. Kein Thiamin. 
2. Unwirksam im Avena-(Agarwiirfel)-Test. 3. Schwach wirksam oder 
unwirksam im Erbsen-Test. 


A. Material und allgemeine Methodik 


Zum Nachweis der Férderwirkung wurde der Phycomyces-Test (8. a. V. WEIHE 
1956) benutzt. Die Kultur erfolgte in 20 bzw. 22,5 ml Nahrlésung (nach SCHOPFER, 
s. RuGe 1951) je 100 ml Erlenmeyerkolben; Kulturzeit: 10 Tage (dunkel); Temp. 
20_22° C. Sterilisiert wurde durch Erhitzen auf 100° C im strémenden Wasser- 
dampf 3 x 20 min mit je 2 Tagen Abstand. Beimpft wurde mit 1 Tropfen einer 
Sporensuspension von 70000 bis 80000 Sporen/ml Phycomyces blakesleeanus 
(+-Stamm, Gottingen). Die Kulturen erfolgten jeweils mit und ohne Zusatz von 
Vit. B,. Jedes Versuchsglied wurde mit 3—5 Parallelen angesetzt, jede Versuchs- 
serie 2—5mal wiederholt. 

Nach 10 Tagen wurde die Kultur mit 3 ml 4°, Formalin vergiftet und anschlie- 
Bend das Mycel eines jeden Kolben mit 500 ml Aqua dest. (hei) durch Abnutschen 
in einem Wageglas ausgewaschen, um den Agar usw. vom Mycel zu trennen?. 

AnschlieBend wurde bei 60° C vor- und bis zur Gewichtskonstanz bei 105° C 
nachgetrocknet und das Trockengewicht/Kolben ermittelt. Die Zahlenangaben der 
Versuchsergebnisse sind das arithmetische Mittel der Mycelgewichte der Parallel- 
kolben. Die Relativwerte der Tabellen beziehen sich auf die zugehorigen agarfreien 
Kontrollen und vergleichen die Myceltrockengewichte der mit Vit. B, versetzten 
Substanzen untereinander. 

Alle Glasgerite wurden mit Chromschwefelsiure — wie iiblich (s. v. WErHE 
1955) — gereinigt. 

Die Reinigung von Agar erfolgte entweder in der friither (v. Were 1955) be- 
schriebenen Weise oder aber durch Extraktion (Ather) in der v. d. Heide-Apparatur, 
die von enzymatischem Dextran durch wiederholtes Umfallen mit frisch destillier- 
tem Athylalkohol (Dextran-Trocknung bei 60° C). 


B. Experimenteller Teil 
1. Kulturen mit Agar-Zusatz 
a) Kulturen mit Rohagar und Agar-Reimgung 
Rohagar enthalt — nach Versuchen ohne Vit. B,-Zusatz zur Nahr- 
lésung — in verschiedenen Fallen in geringer Menge einen Faktor, der 
das Wachstum von Phycomyces schwach fordert. Dies wire — nach der 
1 Der hier gebrauchte Ausdruck , Forderfaktor‘ oder ,, Forderkomplex‘‘ méchte 


vorerst im weitesten Sinne verstanden sein, eben unter EinschluB spezieller Bei- 
mengungen und chemischer, physikalischer und struktureller Besonderheiten der 


Testsubstanz. . 
2 Die HeiBwasserauswaschung fihrt zweifellos zu Substanzverlusten im Mycel; 


da agarhaltige und agarfreie Kulturen aber gleich behandelt wurden, wird der rela- 
tive Fehler + gleich sein. 
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herkémmlichen Auffassung — ein Hinweis fiir die Anwesenheit von sehr 
geringen Mengen Thiamin im Rohagar (siehe v. WerHe 1956). In 
0,2% igen Zusitzen (ohne Vit. B,) wurden die folgenden Agarsorten 
gepriift: 


| Lieferant: 

1. Agar Kobe I | Spezial- u. Feinchemie, Kiel 
2. Agar Ia Kronenmarke DAB 6, 

leicht léslich Konig u. Wiegand, Hamburg 
3. Agar X Herkunft unbekannt? 
4. Agar fein gepulvert, I | Merck 
5. Agar fein gepulvert, IT | Merck 
6. Agar fein gepulvert, IIT | Merck 
7. Agar fein gepulvert, IV | Merck (speziell gereinigt durch Merck) 


Die Sorten 1, 3 und 7 erhéhten gelegentlich geringfiigig das Mycel- 
trockengewicht tiber das der agar- und Vit.B,-freien Kontrolle. Die 
getesteten Agar-Sorten enthalten demnach in der herkémmlichen wirk- 
stoffphysiologischen Deutung entsprechend einer agarfreien Vit. B,- 
Testreihe mit Phycomyces max. (Agar Kobe I) 0,019 y Vit.B,/100 mg 
lufttrockener Agar (= 0,0078 y/Kolben). Diese Menge liegt an der 
unteren Vit.B,-Nachweisgrenze des Phycomyces-Testes; der obige 
absolute Wert kann demzufolge leicht mit experimentellen Unzulang- 
lichkeiten belastet sein. 

Zusitze von 5y Vit.B,/Kolben fiihren bei Gegenwart bestimmter 
Agar-Sorten zu einer starken Steigerung der Oberflachenentwicklung des 
Mycels; das Myceltrockengewicht betragt bei den Sorten 1, 2 und 4—7 
tiber das 2fache der agarfreien, 5 y Vit.B,/Kolben enthaltenden Kon- 
trolle (siehe unten Tab. 1). Eine Reinigung der Agar-Sorten 1 und 2 
mittels Wassers, Athylalkohols und Athylathers vermindert diese Férde- 
rung teilweise gering, trennt aber den Férderkomplex nicht quantitativ 
von einem unwirksamen Restk6rper. 


b) Kulturen mit gereinigtem Agar 
«) Wachstumsverlauf 


Der Wachstumsverlauf (Zunahme des Myceltrockengewichtes) wih- 
rend einer 10tagigen Kulturzeit von Phycomyces blakesleeanus bei 
Zusatz von 0,2% Agar (Kobe I) und 5 y Vit.B,/20 ml ergibt — ahnlich 
wie wir es unter anderem von Aspergillus kennen (Stapp u. WETTER 
1953) —, da durch den Agar-Zusatz das Wachstum friihzeitiger und 
stirker ansteigt als ohne Agar. Mit Agar wird das héchste Mycelgewicht 


1 Dieser Agar wurde von SaurHorr (1955, p. 13) niher untersucht. Er enthalt 
demnach eine mit Alkohol-Ather extrahierbare Komponente, die in der ebendort 
verwendeten Nahrlisung (mit Botrytis cinerea beimpft) eine Entmischung bewirkte 


und die direkt oder indirekt die antifungische Aktivitat der Kulturlésung herab- 
setzte. 
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nach etwa 4—5 Tagen, ohne Agar nach etwa 7—10 Tagen erreicht. 
Dieses Maximum bleibt in der Kulturzeit meistens erhalten, nur ver- 
einzelt — insbesondere bei Agar-Zusatz — erfolgte eine Abnahme des 
Gewichtes vom 5.—10. Kulturtag (Abb. 1). 

Der py-Wert der Nahrlésung sinkt unabhangig von der Agar-Gegen- 
wart jeweils zu Beginn der hohen Mycelproduktion, der der Kontrollen 
(ohne Vit. B,-Zusatz) bleibt prak- 
tisch konstant. 40 

Es ergibt sich somit 1., daB die 
Mycelproduktion durch Agar- 
Gegenwart wesentlich und be- 
' schleunigt tiber die Héhe der 
agarfreien Kulturen ansteigt und 60 
2., daB die mit den Wachstums- 


vorgangen einhergehende Sen- 8 
_ 390 
kung des py-Wertes durch die 3 
Agar-Gegenwart praktisch nicht 8 
beeinflu8t wird. ‘hes 
8 
. : . D> 
B) Wirkung steigender Sa 


Vit.B,-Zusatze 


Steigende Vit.B,-Zusatze zu 
einer 0,2°% Agar-Nahrlésung stei- 
gern die Mycelproduktion bis zu 
einem Sattigungswert (Abb. 2). +7 
Diese Sattigung wird bei etwa 
1,25 y Vit.B,/20 ml erreicht. 
Hodhere Vit. B,-Gaben (bis 
20 y/20 ml) steigern die Mycel- pH 
produktion nicht weiter. Im Be- 5 
reich der Vit. B,-Sattigung liegt 
das Mycelgewicht mit Agar be- 5 = 
deutend hoher als das ohne Agar. g ‘ i f e Bs 


Bei 0,0039 y Vit. B, /20 ml als Abb. 1. a Mittlerer Myceltrockengewichts- 
4 rau zuwachs von Phycomyces blakesleeanus mit 
untere Testgrenze ist die Agar- (see ald eins ( ) Zusatuvon.0,2% 
irkung nicht in jedem Versuch Agar zur Nihrlésung 
Wit 8 D b Verlauf der Wasserstoffionenkonzentration 
gesichert und bei Konzentra- wihrend einer 9tagigen Kultur 
tionen > 0,062 y Vit. B,/20 ml am (Zeichen wie oben) 


deutlichsten. Das Myceltrocken- 
gewicht von 5 (bzw. = 1,25) y Vit. B,/20 ml wird bereits durch ~ 0,11 y 
Vit. B,/20 ml erreicht, wenn 0,20 Agar vorhanden sind. 

Die Vit. B,-Konzentration ist somit auch bei Agar-Gegenwart fir 
Phycomyces der wachstumsbegrenzende Faktor. Mit Agar wird somit 
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ein wachstumssteigerndes Prinzip hinzugefiigt. Hiernach kommt dieses 
Prinzip bei Phycomyces zur vollen Wirkung, wenn = 1,25 y Vit. B,/20 ml 
vorhanden sind. Um sicher im Sattigungsbereich zu arbeiten, wurde 
allgemein bei den weiteren Versuchen 5 y Vit. B,/20 ml zugesetzt. 


S 


g 


Myzeltrackengewicht 


4009 G09 WOR 0078 O16 O32 O65 25 25 EX 10 ay 
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Abb. 2. Abhiingigkeit des mittleren Myceltrockengewichtes von der Vit. B,-Konzentration mit 


(———-) und ohne ( ) Zusatz von 0,2% Agar nach 10tiigiger Kultur von Phycomyces blakesleeanus 
mg 
700 
on 80 
8 
& 00 
3 
8 
& W 
8 gar-trere Xontrolle 
= D T — 
0 
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Abb. 3. Abhingigkeit des mittleren Myceltrockengewichtes von der Agar-Konzentration bei Zusatz 
von 5 y Vit. B,/20 ml nach 10tigiger Kultur von Phycomyces blakesleeanus 


y) Wirkung steigender Agar-Konzentration 

Kine Verdiinnung der in obigen Versuchen verwendeten Agar-Lésun- 
gen 0,2; 0,1; 0,05 bis 0,0007% bei konstantem Vit. B,-Zusatz (5 y Vit. 
B,/20 ml) ergibt die in Abb. 3 dargestellten Myceltrockengewichte. 
Konzentrationen iiber 0,2°/ wurden nicht verwendet, da die Agar- 
Suspension bei den weiteren Konzentrationsschritten und 20°C in -+ 
fester Phase vorliegt, was zweifellos einschneidend veriinderte Grenz- 
flachenverhaltnisse, zum Teil eine Verinderung des Gasaustausches, der 
Niahrstoffversorgung, der Hydratur usw. zur Folge haben wird. 

Nach Abb.3 bewirkten 0,006% eine schwache, 0,012°/ und mehr Agar 
eine gesicherte Steigerung des Myceltrockengewichtes. Das entspricht — 
bezogen auf die Agar-Einwaage (lufttrocken) — einem Mindestzusatz 
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von 1,2 mg/20 ml; jede Erhohung des Zusatzes steigert das Mycelgewicht 
bis zur Testgrenze (0,2%). 

Die Agar-Konzentrationsreihe von 0,0007—0,2% ergibt somit keine 
Optimumkurve des Mycelgewichtes, wie sie unter anderem bei dem 
Trockengewicht und der Oberflichenzunahme von Bryopsis in diesem 
Konzentrationsbereich friiher (v. WETHE 1955) beobachtet wurde. Agar- 
Konzentrationen < 0,006°% sind ohne eindeutige Wirkung auf das 
Myceltrockengewicht. Agar-Gegenwart liefert also bis in den ,,wirkstoff- 
physiologischen Konzentrationsbereich (= 60 p.p.m.) ein wachstums- 
forderndes Prinzip. 


2. Vergleich der Agar-Wirkung mit der Wirkung verschiedener 
hochpolymerer Substanzen 

Die Agar-Wirkung wurde unter anderem vom Verfasser (1955) mit 
grenzflachenenergetischen Vorgingen erklirt. Demnach bewirkte Agar- 
Gegenwart eine Senkung der Grenzflichenenergie an der Phasengrenze: 
Zellwandbaustein-AuBen(Nahrlésung)-Phase bei der Zellwandneubildung 
baw. der OberflachenvergréBerung der Wand. 

Die verschiedenen Agar-Herkiinfte ergeben die aus Tab. 1 ersichtlichen 
Myceltrockengewichte. 


Tabelle 1. Wirkung diverser Agar-Herkiinfte auf die M yceltrockengewichts produktion 
von Phycomyces blakesleeanus nach l0tdgiger Kultur 


mittl. Myceltrockengewicht 


Sa ohne Vit. B,} 5 y Vit. B,/20 ml 

ene 
mg mg relativ 

a O (Kontrolle) : 0 i lye 35,4 1,00 

Kobe I (ungereinigt) 0,2 Die 84,4 2,38 

Kobe I (gereinigt) 0,2 ZN 69,7 1,96 

Merck II (ungereinigt) 0,2 0,5 109,6 3,09 

Merck IV 0,2 ise 85,9 2,42 

Agar X (ungereinigt) 0,2 2,4 62,0 1,75 

b O (Kontrolle) 0 0,8 31,8 1,00 

Kobe I (gereinigt) 0,2 7,2 104,2 B,o7 

Kronenmarke (ungereinigt) 0,2 8,7 76,3 2,39 

Kronenmarke (gereinigt) 0,2 8,3 70,6 2,22 


Bei diesen Versuchen, die wie eingangs beschrieben durchgefiihrt wurden, ergab 
es sich, daB die standig mitlaufende, agarfreie, Vit. B,-haltige , Kontrolle“ relativ 
konstante Mycelgewichte zwischen 31,0—40,0 mg/Kolben aufwies. Anders verhielt 
sich dagegen bei den einzelnen Wiederholungen die Wirkung von Agar mit Vit. B,. 

Gleichzeitig gereinigter, gut durchmischter Agar (Kobe 1) férderte in jedem Ver- 
such das Mycelwachstum; die Mycelgewichte der Parallelen eines Versuchsansatzes 
waren praktisch gleich. Die laufend durchgefiihrten Wiederholungen mit gleichen 
Agar-Reinigungsproben an verschiedenen Tagen der Jahre 1955/57 wiesen eben- 
falls starke Forderungen, aber keine Reproduzierbarkeit des absoluten mittleren 

3* 
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Myceltrockengewichtes auf (Férderungen zwischen dem 1,96- bis 3,27fachen der 
agarfreien Nahrlésung). Diese Erscheinung kann also kaum auf Versuchs- oder 
Kulturfehler (s. obige agarfreie ,,Kontrollen‘‘) zuriickgefiihrt werden. Die Ursache 
ist vorlaufig ungeklirt. Aus diesem Grunde wurde in jeder Versuchsreihe 0,2% 
Agar (Kobe I, gereinigt) mitgetestet. 

Alle gepriiften Agar-Herkiinfte (gereinigt und ungereinigt) fordern — 
somit die Oberflachenentwicklung und steigern das Myceltrockengewicht — 
bis zu dem 1,7- bis 3,2fachen der agarfreien Kontrollen. 

Unter dem Gesichtspunkt grenzflichenenergetischer Wirkungsmecha- 
nik des Férderprinzips wire zu erwarten, daB unter anderem weitere 
impermeable oder schwer permeable, mit den organismogenen Zellwand- 
bausteinen strukturell und chemisch verwandte und mit diesen + misch- 
bare Substanzen, wenn diese die Grenzflichenenergie dem Agar ent- 
sprechend beeinflussen, eine ahnliche Forderwirkung besitzen. Es wurden — 
auBer dem Vergleichs-Agar — die folgenden Substanzen untersucht: 


Lieferant od. 


Substanz (Handelsname) Teratallers / Molekulargewicht 
Polyvinylalkohol (Polyviol W 28/201) Wacker 7 - 10* (mittl. MG)? 
Polyathylenglykol (Polywachs 5/6000) | Hiils 5-107— 6-103? 
Pectin (Pectin f. wiss. Zwecke) Schuchardt 2,5:10'— 656-1045 
Pectin (Pomosin 1000-PH) Pomosin-Werke| 1,3 -10®— 1,5 - 1052 
Na-Alginat Friedrich u. 


Kaufmann 4,8 - 104 — 18,6 - 1043 
Dextran (enzymat., getrocknet 60° C) Dr. E. Paschke | etwa 4 - 10% 
Na-Carboxymethylcellulose (‘Tylose 


KN 600) Kalle u. Co. 8-10'— 9-10*? 
Oxyathylmethylcellulose (Tylose SL 
400) Kalle u. Co. 8-10¢'—.  9-+1042 


1 friiher W 28/02 

nach Angaben der Hersteller 

3 MG der Saéure aus Raven 1956 

4 Alle aufgefiihrten Firmen haben die genannten Praparate in dankenswerter 
Weise beschafft bzw. kostenlos zur Verfiigung gestellt, insbesondere ist Herrn 
Dr. EK. PascuKkn, seinerzeit Hannover, Institut fiir Technische Chemie, fiir die 
Uberlassung von Dextran zu danken. : 

5 aus Raven 1956. 


Die in Tab. 2 zusammengefaBten Versuchsergebnisse zeigen, daB auBer 
den beiden Cellulosederivaten alle getesteten Substanzen eine + deut- 
liche Steigerung des Myceltrockengewichtes ergeben. Von den getesteten 
Substanzen zeigen einige bereits eine geringe Wachstumsforderung ohne 
Zusatz von Vit. B,. In diesen Fallen ist also vermutlich in der getesteten 
Substanz bereits Vit. B, enthalten. Diese Vit. B,-Mengen sind aber nach 
den obigen Erfahrungen zur Ermittlung einer zusiitzlichen stimulieren- 
den Wirkung chne Bedeutung, wenn durch Zugabe von Vit. B, im Ver- 
such innerhalb des Vit. B,-Sattigungsbereiches gearbeitet wird. Die 
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Mycelgewichtssteigerungen bei Zugabe von 5 y Vit. B, — wie z. B. beim 
Pectin (ScuucHaRrpT) und Pomosin — sind also auf einen Faktor zuriick- 
zufiihren, der nicht Vit. B, ist. Andererseits zeigt es sich bei der Oxy- 
athylmethylcellulose am deutlichsten, daB die Férderung, die bereits 
ohne Vit. B,-Zugaben vorliegt, nach Zusatz von 5 y Vit. B, nicht mehr 
nachweisbar ist. Oxyathylmethylcellulose (und auch Na-Carboxymethyl- 
cellulose) enthalt also keinen zusatzlichen Forderfaktor. Pectin 
(ScuucHaRDT) und gereinigtes Dextran besitzen fast die gleiche Férder- 
wirkung wie der Vergleichs-Agar (Kobe I). 


Tabelle 2. Wirkung verschiedener hochpolymerer Substanzen auf die Myceltrocken- 
gewichtsproduktion von Phycomyces blakesleeanus nach 10tigiger Kultur 


mittl. Myceltrockengewicht 


Substanz ohne Vit. By, 5 y Vit. B,/20 ml 


Reihe 
mg mg relativ 
a O (Kontrolle) 0 ule fi 35,4 1,00 
Agar (Kobe I, gereinigt) 0,2 << IR 69,7 1,96 
Polyvinylalkohol 0,2 2,6 41,3 1,16 
Polyathylenglykol 0,2 2,3 46 ,2 1,30 
Na-Alginat 0,2 1,8 51,8 1,46 
b O (Kontrolle) 0 0,8 31,8 1,00 
Agar (Kobe I, gereinigt) 0,2 72 104,2 3,00 
Pectin (Schuchardt) 0,2 10,4 97,8 3,07 
Pomosin 0,2 14,1 42,7 1,34 
Dextran 0,2 9,4 98,3 3,09 
¢ O (Kontrolle) 0 0,9 33,6 1,00 
Agar (Kobe I, gereinigt) 0,2 1,5 82,6 2,46 
Na-Carboxymethylcellulose 0,2 8,7 35,7 1,06 
Oxyathylmethylcellulose 0,2 21,9 34,6 1,02 


Zusammenfassend ergibt sich also, daf der (im Phycomyces-Test) 
wirksame Forderkomplex auSer im Agar zum Teil auch in strukturell 
oder chemisch verwandten Substanzen + stark vorliegt. Polyvinyl- 
alkohol und Polyathylenglykol, deren Chemie und Struktur von der der 
iibrigen Substanzen stirker abweicht und die auch nicht organismischer 
Herkunft sind, erweisen sich — wenn zum Teil auch gering — ebenfalls 
als wirksam. Es ist demnach also wahrscheinlich, daf der Forderkomplex 
nicht in Beimengungen, sondern insbesondere in speziellen physikalischen, 
chemischen oder strukturellen Eigenarten der Substanzen zu suchen ist. 


3. Versuche zur Analyse des Forderprinzips 
Hydrolyse des Agars 


Lufttrockener, gereinigter und ungereinigter Agar wurde mit der 10fachen 
Menge 7% H,SO, 2—12,5 Std im Wasserbad von 60° C behandelt. Die partiellen 
Hydrolysate wurden warm durch Glaswolle filtriert, mit NaOH neutralisiert 
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(px ~ 5,0) und fiir die verschiedenen Teste weiterbehandelt (s.u.). Das Filtrat 
war zum Teil schwach gelblich und nach ~ 12 Std Wasserbadbehandlung am 
intensivsten (gelb-braunlich) gefarbt. 
«) Charakterisierung der Hydrolysate 
Zur Charakterisierung der Hydrolysate wurde der Gehalt an redu- 
zierenden Substanzen — bezogen auf eine Galaktose-Hichkurve — mit 
dem Sumner-Reagens (siche SUMNER 1924), mit 3,5-Dinitrosalicylsaure 


Tabelle 3. Anteil reduzierender Substanzen und Viscositdt der partiellen, 
neutralisierten, filtrierten Hydrolysate 


Anteil reduzierender Substanz berechnet als Galaktose 


mittlere Viscositat der 


meat ‘ B nicht konzentrations- 
Hydrolyse des neutralis. der L6- gleichen Hydrolysate 
Hydrolys. sung Agars 
Std % g % cP 
2 0,79 0,434 10,86 1,395 
4 1,27 0,749 | 18,73 1,367 
6 1,36 1,047 26,18 1,389 
8 1,41 1,212 30,31 1,402 
12 1,84 1,766 44,16 1,393 


colorimetrisch (Pulfrich-Photometer) nach HosTerTLerR, BOREL u. 
Deve. (1951) und entsprechend dem Verfahren, wie es von PASCHKE 
(1956) angewendet wurde, bestimmt. Bezogen auf die Galaktose-Eich- 
kurve sind nach 12 Std Hydrolyse 44°% des lufttrockenen Agars als 
reduzierender Anteil im Hydrolysat vorhanden (Tab. 3). Dieser Anteil 
ist aber nicht allein reine Galaktose wie die papierchromatographische 
Trennung zeigt (siehe unten); eine + starke TTC-Reduktion ergeben 
auch andere Spaltprodukte mit héheren Ry- bzw. Rg-Werten. Auf die 
chemische Zusammensetzung wird in einer 2. Arbeit zuriickzukommen 
sein. Die Viscositaét der neutralisierten, filtrierten, partiellen Hydrolysate 
wurde mittels der Viscowaage (Haake, Berlin) mit Kugelstab I und dem 
Sondermefk6rper (1 mm Capillare) bei 20° C bestimmt. G xT (Auflage- 
gewicht x ,,Fall*-Zeit) erwies sich beim Kugelstab als praktisch kon- 
stant. Die (nicht konzentrationsgleichen) filtrierten Hydrolysate ver- 
schiedener Hydrolyse-Dauer zeigten eine Zihigkeit von 1,36—1,40 cP. 


Im Filtrat liegen also keine stark viscositiitserhOhenden Komponenten 
vor (Tab. 3). 


B) Chromatographische Ubersicht der Hydrolysate 
Die partiellen, neutralisierten und filtrierten Hydrolysate wurden aufsteigend 
(Papier: Schleicher u. Schill Nr. 2043b) mit Butanol-Athanol-H,O (5:1:4) ent- 
sprechend der Bearbeitung von Methylzuckern (Hirst u. Jones 1949) chromato- 
graphiert. Als authentische Praparate liefen gesondert 2, 3, 4, 6-Tetramethyl- 
glucose’, Galaktose und zum Teil auch Rohrzucker mit. Die Chromatogramme 


4 Herrn Prof. THEILACKER, Hannover, Institut fiir Organische Chemie, ist fiir die 
Praparation und Uberlassung der Tetramethylglucose zu danken. 
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wurden fiir reduzierende und nicht reduzierende Zucker insbesondere mit TTC 
bzw. Diphenylamin-Trichloressigsiure entwickelt. 


Es lieBen sich mindestens 4 Spaltprodukte deutlich (weitere 2 + 
unsicher) nachweisen. Ihr zeitliches Auftreten ist aus Abb.4 ersichtlich. 
Nach 2stiindiger Hydrolyse zeigt sich Galaktose, deren Menge (Flecken- 
groBe und -intensitait bei verschiedenen Lichtquellen kontrolliert) mit 
der Dauer der Hydrolyse zunimmt. Gleichsinnig nimmt Substanz I, ein 


Rg 
2,3,4,6-lelfa- 
methylolucose GX) 
fa ; C) () ie 
{ ef / 
AY 2 Sa 
ae oot \ { ae 
Hf | cceiael 1 :0,61 
\ 
eet W033 
Galactose Cs) CO ue) (Oe WW: 0,10 
= ae | 1 1 te 
4g 6 8 10 72 Std. 


Abb. 4. Papierchromatogramm (aufsteigend) der partiellen, neutralisierten, filtrierten Agar-Hydroly- 

sate (von links nach rechts zunehmende Hydrolyse-Dauer). Entwickelt zum Nachweis reduzierender 

und nicht reduzierender Zucker. Substanz I (Rg 0,82) nicht reduzierend; Substanz1V (Rg 0,10) stark 
reduzierend; Substanz IT u. IIT sehr schwach reduzierend (s. Text) 


nicht reduzierendes Spaltprodukt mit starker Léslichkeit im Lésungs- 
mittelgemisch, zu, die tibrigen nicht reduzierenden Substanzen nahmen 
dagegen + ab. Im nicht hydrolysierten Ausgangs-Agar sind keine der 
genannten Substanzen papierchromatographisch nachzuweisen. Hine 
weitere, sehr schwach reduzierende Substanz (Rr 0,42—0,46) nimmt 
von der 6.—12. Std zu. Von einer Identifizierung der Substanzen muBte 
leider abgesehen werden (wenn auch gewisse Anhaltspunkte durch die 
R,-Leitsubstanz gegeben scheinen), da unter anderem keine weiteren 
authentischen Zuckerpraparate zur Verfiigung standen. 


y) Wirkung der Hydrolysate auf Phycomyces 
Agar (Kronenmarke, ungereinigt) wurde 2, 4, 6, 8 und 12 Std auf dem Wasser- 
bad mit H,SO, hydrolysiert und wie beschrieben weiterbehandelt, die Hydrolysate 
entsprechend 0,2% Agar verdiinnt, mit entsprechend konzentrierter Nahrlésung ver- 
setzt und beimpft. Zur Ermittlung der evtl. Salzwirkung wurde ein Teil der Kon- 
trollen ebenfalls mit neutralisierter Schwefelsiure, also mit Na,SO, gleicher Menge 
versetzt. 


Nach Tab. 4 (relativ 2) zeigt es sich, daB mit der Dauer der Hydrolyse 
mittels H,SO, zunehmend ein wirksamer Forderfaktor frei wird. Diese 
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Forderwirkung iibersteigt nach 12 Std die des nicht hydrolysierten 
Agars. Der prihydrolytische Faktor ist in seiner Wirkung mit dem (oder 
den) posthydrolytischen identisch. Der Férderfaktor ware also unter den 
gewahlten Hydrolysebedingungen sdurestabil; er wird demnach entweder 
durch die Hydrolyse erst freigesetzt oder unter der Saéureeinwirkung 
aus den anfallenden Spaltprodukten neu entstehen. 


Tabelle 4. Wirkung partieller, neutralisierter, filtrierter Agar-Hydrolysate auf die 
Myceltrockengewichtsproduktion von Phycomyces blakesleeanus nach 10 tagiger Kultur 


mittl. Myceltrockengewicht 


Dauer der mit 5 y Vit. B,/20 ml 
Loésung Hydrolyse |ohneVit.B,* 5 
relativ 1 relativ 2 
(bez. 1. (bez. 2. 
Std mg msg | Kontrolle) | Kontrolle) 
1. Kontrolle (Nahrlésung) 0 =v 37 1 (1,00) 1,53 
0,2% Ausgangs-Agar cat at 73,9 | (1,99) 3,06 
2. Kontrolle (Nahrlésung mit 
neutralisierter H,SO,) 0 oq 24.5 (0,64) 1,00 
0,2% Ausgangs-Agar (mit 
neutralisierter H,SO,) 0 <n 57,3 (1,54) 2,37 
neutralisiertes Hydrolysat 2 =a 45,9 (1,23) 1,90 
neutralisiertes Hydrolysat a am 51,7 (1,39) 2,14 
neutralisiertes Hydrolysat 6 Keil 56,4 (1,52) 2,34 
neutralisiertes Hydrolysat 8 <ul 64,4 (1,73) 2,67 
neutralisiertes Hydrolysat 12 aaah 66,1 (1,78) 2,74 
* Samtliche Vit. B,-freien Kolben hatten gleichmaBig so geringes Mycel ent- 


wickelt (~ 0,5 mg), daB auf eine genaue, bei diesen geringen Mengen leicht fehler- 
behaftete Bestimmung verzichtet werden konnte. 


Die Férderung von Phycomyces mit steigender Hydrolysezeit laBt es 
denkbar erscheinen, daB diese Wirkung auf die Konzentrationszunahme 
eines der Spaltprodukte bzw. auf die Zunahme der Anzahl bestimmter 
wirksamer Endgruppen zuriickzufiihren ist. Von den im Chromato- 
gramm nachgewiesenen konzentrationserhdhenden Substanzen kamen 
unter diesem Gesichtspunkt 1. Substanz I (mit einem Rg-Wert, der 
[nach der Tab. 1 von Hirst u. Jonus 1949, p. 271] etwa dem der 2,3,4,6- 
Tetramethylgalaktose benachbart liegt) und 2. Galaktose in Betracht. 
Reine Galaktose bewirkt in steigender Konzentration nach eingehenden 
Versuchen keine entsprechende Erhéhung des Mycelgewichtes. Eine Zu- 
nahme bestimmter Endgruppen ist andererseits bei den verschiedenen 
Spaltprodukten méglich. Beimengungen sind vorerst nicht auszu- 
schalten, 

Kine Aufarbeitung der im Papierchromatogramm getrennten Spalt- 
produkte mit Hilfe des Phycomyces- Testes ist durch die Anwesenheit 
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eines unbekannten wachstumsfordernden Prinzips im Chromatogramm- 
papier erschwert. 

Die naihere Analyse des in den partiellen Hydrolysaten vorliegenden 
wirksamen Prinzips wird in der 2. Veréffentlichung folgen. 


©. Diskussion 


Mit der Gegenwart von den untersuchten Agar-Sorten in Nahrlésungen 
liegt ein Prinzip vor, das das Wachstum von Phycomyces blakesleeanus 
stimuliert. Diese Stimulation ist nicht an das hohe Maf der Vernetzung 
eines Agar-Gels gebunden, ebenfalls nicht an einen hohen Polymeri- 
sationsgrad, wie die viscosimetrischen Bestimmungen mit den ebenfalls 
stimulierend wirksamen Hydrolysaten ergeben. Diese Stimulation des 
Phycomyces-Wachstums ist kurz wie folgt zu umreiBen: 1. Beschleuni- 
gung des Mycelwachstums und Steigerung der Gesamtproduktion. 2. Die 
Wirkung ist durch die Héhe des Vit. B,-Zusatzes begrenzt. 3. Die For- 
derung nimmt bei Vit. B,-Gaben im Sattigungsbereich mit steigender 
Agar-Konzentration (bis zur Testgrenze von 0,2%) zu. 

Die genannten Erscheinungen decken sich zum Teil mit den Ergeb- 
nissen der Untersuchungen an verschiedenen Pilzen, unter anderem mit 
denen von PuLKKI 1933; RIPPEL 1936a, b; Brrancourt 1950; STAPP 
u. Werrer 1953; WETTER 1954; SAUTHOFF 1955; v. WerHE 1955. 

Nach Brrancourt u. Mitarb. (u. a. 1950) enthalt Agar aus Gelidiwm 
einen L-Faktor, der das Langenwachstum von Phytophthora-Hyphen 
férdert und in verschiedenen Pflanzensubstanzen vorkommt (dagegen 
fehlt dieser Faktor einem von BITaANCOoURT verwendeten Spezial-Agar). 
Nach Rosserrt u. BrrancourT (1952) ist die Wirkung des L-Faktors bei 
der Verwendung von 2°, Agar gering; auf 4°/ und besonders auf 6% 
Wasser-Agar entwickelten sich dagegen lingere, auBerst diinne Hyphen. 
Die héchsten Mycelgewichte von Phytophthora citrophthora wurden von 
Brrancourt, Rosserrr u. KucZzyNsKA (1954) ebenso wie in unseren 
Versuchen mit Phycomyces bei dem Zusatz von Agar (dort: ,,extrait 
aqueux) und Vit. B, erhalten. Es ist also wahrscheinlich, daB es sich 
bei den Versuchen von BrTaNcouRT und den eigenen um den gleichen 
wirksamen Faktor handelt. 

Nach den hier vorgelegten Versuchen ergeben = 60 ppm. luft- 
trockener Agar eine deutliche Férderung des Mycelwachstums (Stei- 
gerung des Myceltrockengewichtes). Das zugefiigte wirksame Prinzip 
mu — nach den Versuchsergebnissen mit partiellen Hydrolysaten und 
der nachgewiesenen Wirkungslosigkeit steigender Galaktose-Zusatze zu 
Nahrlésungen — an der unteren Fordergrenze in wesentlich geringerer 
Konzentration vorliegen. 

Die wachstumsférdernde Wirkung von Agar ist durch eine Hydrolyse 
mittels 7% H,SO, nicht zu zerstoren, sondern sie steigt mit der Hydrolyse- 
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dauer an. Der prihydrolytische Férderfaktor ist nach unseren Versuchen 
sehr wahrscheinlich mit dem posthydrolytischen identisch. Er ware 
somit also saurestabil. Die mit der Dauer der Hydrolyse steigende Foérder- 
wirkung kann mit der Zunahme der papierchromatographisch nach- 
weisbaren Spaltprodukte verglichen werden. Es ist nicht ausgeschlossen, 
da® die wirksamen Substanzen oder Strukturen in den papierchromato- 
graphisch trenn- und nachweisbaren Spaltprodukten vorliegen. Eine 
Konzentrationszunahme mit der Dauer der Hydrolyse zeigen die Sub- 
stanzen I (s. Abb.4) und IV (Galaktose). Die Forderwirkung ist nicht 
durch eine Konzentrationserhéhung der Galaktose zu erkliren. Die 
Substanz I konnte bisher nicht naher identifiziert werden, ihr Rg-Wert 
ist dem der 2,3,4,6-Tetramethylgalaktose benachbart. Andererseits kann 
unter anderem aber die Steigerung der Férderwirkung auch auf eine An- 
reicherung bestimmter Strukturen der Spaltprodukte oder auf bisher ~ 
nicht erfaBte sdurestabile Beimengungen zuriickzufiihren sein. 

WetTER (1954) kommt zu dem Ergebnis, daB die durch Agar bedingte 
Forderung des Mycelwachstums hauptsiachlich auf einer Viscositats- 
erhoéhung der Nahrlésung beruht, die eine gleichmaBigere Verteilung der 
Aspergillus-Conidien zur Folge hat. Unsere Versuche mit den Hydro- 
lysaten ergaben dagegen keinen Hinweis auf eine viscositaétsabhangige 
Férderung des Wachstums. Ein partielles, filtriertes, unverdiinntes 
Hydrolysat (12 Std, s.o.) hatte eine Zahigkeit von 1,393 cP (Visco- 
waage, KS I, 20° C) und forderte in 10facher Verdiinnung das Mycel- 
wachstum starker als 0,2% Agar mit etwa 20facher Zahigkeit. Eine 
gleichmaBige Sporenverteilung ist wohl begiinstigend, aber ebenso wie 
eine Viscositatserhéhung nicht die eigentliche Ursache der Wachstums- 
forderung durch Agar (s. a. v. WEITHE 1955). 

Durch Agar-Gegenwart bedingt konnten bei Bryopsis (v. WEIHE 1955) 
Anderungen des Dehnungszustandes der Zellwand und Anderungen der 
Zellwand-Cytoplasma-Adhision nachgewiesen werden. Agar-Gegenwart 
wirkt bei Bryopsis zweifellos auf den energetischen Zustand einiger 
Zellwandgrenzflichen ein. Die Agar-Wirkung bei Bryopsis ist bei steigen- 
der Agar-Konzentration allerdings nicht in vollem Umfange mit der bei 
Phycomyces gleich. Bei Bryopsis ergibt sich bei 0,05°% Agar ein Optimum 
der Oberflichenentwicklung; bei Phycomyces ist bis zur oberen Test- 
grenze (0,2%, Agar) noch kein Optimum erkennbar. Diese Differenzen 
k6onnen von der Konzentration des wirksamen Faktors, von der unter- 
schiedlichen Zusammensetzung der Zellwande, von der Gegenwart und 
Menge endogener Regulatoren u.s.w. abhiingen. Es ist somit auch bei 
Phycomyces eine Agar-Wirkung auf den energetischen Zustand der Zell- 
wandgrenzflaichen nicht ausgeschlossen. 

Ks ware demnach also méglich, da8 verwandte, strukturell aihnliche, 
impermeable oder schwer permeable Stoffe eine —-- entsprechende 
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physikalische Stimulator-Wirkung besitzen. Die geringe Zahl der ge- 
testeten Substanzen erlaubt nur einen oberflichlichen Vergleich. Die 
Férderwirkung nimmt mit der folgenden (vorlaufigen) Reihe zu (bezogen 
auf Agar Kobe I): Kontrolle = Na-Carboxymethylcellulose = Oxy- 
aithylmethylcellulose < Polyvinylalkohol < ,,Pomosin’® < Polyathylen- 
glykol < Na-Alginat < Pectin < Dextran < Agar (Kobe I). 

Da bei fast allen (auBer den drei letzten) Substanzen nur —- gereinigte 
Handelspraparate vorlagen, ist die Mitbeteiligung von Verunreinigungen 
auch hier nicht ausgeschlossen. AuBer den Cellulosederivaten zeigen alle 
getesteten Substanzen eine Férderung, die bei den u. E. reinsten Sub- 
stanzen: Agar, Dextran und Pectin am héchsten liegt. Der Fordereffekt 
liegt aber ebenso bei Polyvinylalkohol und Polyathylenglykol vor. Dies 
deutet wie die speziellen Agar-Erfahrungen auf eine physikalische 
Wirkung der getesteten impermeablen Substanzen. Polyvinylalkohol 
fordert nach Stapp u. WETTER (1953) und WETTER (1954) die Mycel- 
produktion von Aspergillus niger bereits, wenn die Conidien-Suspension 
mit 0,1°% Polyvinylalkohol angesetzt wurde, also in die Nahrlésung nur 
sehr geringe Mengen Polyvinylalkohol mit dem Tnoculum gelangen 
konnen. Diese Conidien-Vorbehandlung reicht aus, um eine gleichmafige 
Conidien-Verteilung zu bedingen. WETTER (1954) vermutet eine Wir- 
kung des PVA in seiner Kigenschaft als Schutzkolloid und bringt gleich- 
zeitig Belege und Hinweise fiir eine Adsorption des PVA an der Conidien- 
Oberflache, was zur Senkung der Grenzflachenenergie an der Conidien- 
Oberflache fiihrt. Unter ahnlichem grenzflachenenergetischen Gesichts- 
punkt wurde die PVA-Wirkung in anderem Zusammenhang (v. WEIHE 
1955) diskutiert. Andererseits kann Dextran an Kollodium-Membranen 
adsorbiert werden (RorHMaN u. Mitarb. 1955). Die Méglichkeit eimer 
Mitbeteiligung energetischer Vorginge bei der stimulierenden Wirkung 
dieser Substanzen, eben ihr Einflub auf den grenzflachenenergetischen 
Zustand u. a. der Phasengrenze Zellwand-Nahrlosung ist also durchaus 
denkbar; ein endgiiltiger Beweis fiir diese Theorie ist vorerst nicht mog- 
lich. Fir grenzflachenenergetische Vorgiinge als Ursache der Stimulation 
durch Agar sprechen insbesondere 1. morphologische Anderungen (ein- 
schlieBlich der Steigerung der Oberflichenentwicklung); 2. ahnliche 
Wirkungen durch strukturell verschiedene, polymere, impermeable 
Substanzen, deren Grenzflachenaktivitat zum Teil bekannt ist. 


Zusammenfassung 


1. Rohagar bzw. gereinigter Agar der verwendeten Herkiinfte ent- 
halten kein oder < 0,019 y Vit. B,/100 mg lufttrock. Agar. Agar-Gegen- 
wart liefert zudem ein weiteres wachstumsforderndes Prinzip. 

2. Durch 0,2°% Agar (Kobe I) und 5 y Vit. B,/20 ml Nahrlésung wird 
bei Phycomyces blakesleeanus das Optimum der Myceltrockengewichts- 
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produktion bereits nach 4—5 Tagen (Kontrolle nach 7—10 Tagen) er- 
reicht. 

3. Vit. B, begrenzt bei Phycomyces die durch 0,2% Agar bedingte 
Stimulation. Das Maximum der Mycelentwicklung bei Agar-Gegenwart 
liegt bei = etwa 1,25 y Vit. B,/20 ml. Bei der unteren Testgrenze von 
0,0039 y Vit. B,/20 ml ist die Agar-Wirkung nicht in jedem Versuch ge- 
sichert aufgehoben. Die Wirkung von = 1,25 y Vit. B,/20 ml (ohne 
Agar) kann durch ~ 0,11 y Vit. B,/20 ml + 0,2% Agar ersetzt werden. 

4.Im Vit. B,-Sattigungsbereich (so bei 5y Vit. B,/20 ml) bewirkt 
0,012°%%, Agar bereits eine gesicherte Steigerung des Myceltrocken- 
gewichtes. Die Férderwirkung steigt mit der Agar-Konzentration bis zur 
Testgrenze (0,2%) an. 0,2°% Agar (Kobe I) steigert das Myceltrocken- 
gewicht bis maximal zum 3,2 fachen der agarfreien Kontrolle. 

5. Das fordernde Prinzip ist offensichtlich saéurestabil und liegt in 
Agar-Hydrolysaten vor. Die Férderwirkung der Hydrolysate tibersteigt 
gering aber deutlich die des Ausgangs-Agars. 

6. Agar-Hydrolysate wurden papierchromatographisch auf Zucker- 
derivate untersucht. 

7. AuBer Agar wurden 8 polymere Substanzen auf ihre Forderwirkung 
gepriift. Ein Pectin-Préparat und gereinigtes Dextran fordern die 
Mycelproduktion etwa wie Agar; Polyvinylalkohol hatte eine geringe, 
2 Tylose-Praparate hatten keine zusatzliche stimulierende Wirkung. 

8. Die Ergebnisse werden diskutiert. Es wird vermutet, daB das 
Forderprinzip in den physikalisch-chemischen oder in den strukturellen 
Besonderheiten des Agars bzw. in denen seiner hydrolytischen Spalt- 
produkte zu suchen ist. Eine Wirkung nicht erfaBter Beimengungen ist 
aber vorerst nicht auszuschlieBen. 
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Der Formenwechsel des Actinomyces alni Peklo 
in den Wurzeln von Alnus glutinosa Gaertner 


Von 
M. KAPPEL und H. WARTENBERG* 


(Mit 4 Textabbildungen) 


(Eingegangen am 18. Februar 1958) 


Die Histogenese des Rhizothamniums der Erle ist jetzt gut bekannt 
(Pommer 1956, TauBERT 1956). Der Formenwechsel des Endophyten ist 
aber noch nicht so mit sicheren Ergebnissen untersucht worden, wie man 
es nach den vielen Abhandlungen, die sich mit dem Pilz befaf&t haben, 
glauben mochte. 


Die Beschreibungen des ,,Parasiten‘‘ beginnen mit Woronrn, der 1866 einen 
Fadenpilz Schinzia alni fand. Auch BruncHorst (1886), FRANK (1887 und 1891), 
HittNer (1896), ByORKENHEM (1904), Woxipmrt (1910) haben septierte Hyphen 
gesehen. WARMING (1876), Gravis (1879 und 1880), MOLLER (1885) und 1885 auch 
WoronINn kamen zu der Vorstellung, daB es sich um Plasmodiophora alni (MOLLER 
1885) handle. Die Behauptung, daB der Erreger ein Plasmodium sei, wiederholte 
sich neuerdings in der Arbeit von Hawker u. FRayMouTH (1951); und TauBERT 
(1956) vermutete plasmodiumahnliche Zustéinde eines sonst fadenférmigen We- 
sens. — Surpata (1902) und Hivrner (1903) schrieben, der Organismus sei einem 
Bakterium ahnlicher als einem Pilz; Sprarr (1912) beschrieb Bacterium radicicola 
als Bewohner der Erlenknéllchen, ArcuLARtus (1928) ein Bakterium in Gemein- 
schaft mit einem Pilz, ZimeGENsPECK (1929) und Borm (1931) ein Bakterium zu- 
sammen mit einem amdboiden, bakteriophagen Plasmodium und Limskn (1921) 
einen Actinomyceten mit Bakterien vergesellschaftet. Das sichere Wissen von heute, 
daB es sich um einen Actinomyceten handelt, entwickelte sich in der Reihe der 
Arbeiten von Surpara (1902), Pexro (1910), Surpara u. Tanara (1917), KREBBER 
(1932), ScuarpE (1933 und 1948), v. PLorHo (1942), Pommer (1956) und TauBEerT 


(1956). 

Obwohl v. PLorno (1942) schon vermerkt hatte, da8 der Actinomycet 
wahrscheinlich durch Wurzelhaare in den Wirt eindringt, muBte SCHAEDE 
noch 1948 schreiben: ,,Die Infektion der Wurzeln und die ersten Stadien 
der Bildung der Knéllchen sind bisher leider noch nicht bekannt geworden“. 
PomMeR (1956) und Tausert (1956) haben inzwischen die Infektions- 
hyphe in den Wurzelhaaren gefunden. Friiher hatten schon SHIBATA 
(1902), Mra (1918), Lreskn (1921) und ScHaEpE (1933) iiber ahnliche 
Organismen geschrieben: ,,Altere Faden neigen zum Zerfall in Stiicke“, 


* Herrn Prof. Dr. Orro RENNER, Miinchen, in Verehrung zum 75. Geburtstag 
gewidmet. 
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[zit. SoHaEDE (1948)]. Hier beim Endophyten der Erle war es noch 
unklar, wann das Mycel gegliedert wird. PomMMER (1956) beschrieb die 
Infektionshyphe im Wurzelhaar als ungegliederten und TauBERT (1956) 
als gegliederten Faden. 

Die Natur der ,,plasmodiumahnlichen“ Zustande aufzuklaren und ent- 
schieden sagen zu k6énnen, ob die Infektionshyphen ungegliedert oder 
gegliedert sind, bzw. ob und wann eine Gliederung einsetzt, war eine 
Aufgabe der Experimentalarbeit zur vorliegenden Abhandlung. 

Uber die letzten Stadien im Gestaltswechsel des Endophyten, tiber die 
Bakteroidbildung, herrschten ebenfalls keine eindeutigen Vorstellungen. 


PrKio (1910) sowie Surpata u. TaHara (1917) haben in den Erlenknéllchen 
kleine bakterienahnliche Koérperchen gefunden, die Bakteroide genannt wurden. 
ScHaEpE (1933 und 1948) hat sie als Bestandteile im Entwicklungsgang des Actino- 
myces alni Peklo beschrieben. Sie entstehen nach ScHaEpE (1948) in toten Kndll- 
chenzellen durch Zerkliiftung und Zerfall der Pilzfaden und der Blaschen. Er fand, 
da die kleinen Zerfallsprodukte (Kurzstaébchen) erst zu den etwas gréBeren 
Bakteroiden heranwuchsen und dabei ihre Farbbarkeit von gramnegativ zu gram- 
positiv anderten. Die Bakteroide verhielten sich dann wie ein Bakterienhaufen, der 
sich unter Schleimausscheiden durch Teilung der einzelnen Bakterien vermehrt. 
Das Vermehren geschah zunachst in einer Zelle, der Bakteroidhaufen durchdrang 
dann aber die Wande, léste die Mittellamellen auf und nahm den Raum mehrerer 
Zellen ein. Wenn die Wirtspflanze den Endophyten ,,verdaut‘‘, dann soll nach 
ScHAEDE das, was sich zur Bakteroidbildung hin entwickelt hat, unangreifbar sein, 
der Strahlenpilz mache sich durch die Bakteroidbildung wieder unabhingig vom 
Wirt. In dieser Darstellung nach ScHarpe wird nicht ausdriicklich mitgeteilt, aber 
ohne Vorbehalt angedeutet, daB die Bakteroide die Formen im Entwicklungsgang 
des Endophyten sind, mittels derer er erhalten bleibt, vermehrt und verbreitet 
wird, die also als Infektoren die Infektionskette schlieBen. 

Pommer (1955) berichtete, daB die Bildung der Bakteroide von kleinen Ein- 
schlu8k6rperchen in den Pilzfaden und Blaschen ausgehe. Durch das Wachsen der 
Korperchen sollen die Blaschen platzen und die Gebilde in das Zellinnere gelangen. 
Mit weiteren Entwicklungen komme es schlieBlich zur Bakteroidbildung. 


Da wir wissen, da Bakterien aus Involutionsformen scheinbar mit 
Kerniaquivalenten als Initialen — fast wie die Sporangiosporen in den 
Sporangien — simultan zur eubakteriellen Form regenerieren [vgl. 
SCHELLENBERG (1954), KELLENBERGER und LIEBERMEISTER ( 1956), 
Hartt (1957)], ist man leicht geneigt, etwas Gleiches auch hier bei diesem 
Aktinomyceten anzunehmen. Es war aber auch durch die sehr eingehen- 
den Arbeiten von ScuarpE (vgl. 1948) und Pommur (1955/1956) noch 
nicht genau bekanntgeworden, wie und wo die Bakteroide entstehen. 
Beide haben vermutet, daB sie sowohl in den Hyphen als auch in den 
Blaschen gebildet werden. Ferner war bisher zwar stillschweigend ange- 
nommen, aber nicht erwiesen worden, da8 wir in den Bakteroiden die 
Infektoren vor uns haben. Fiir Infektionsversuche sind immer nur zer- 
quetschte Rhizothamnien als Infektionsmaterial verwendet worden, die 
nicht nur die Bakteroide, sondern auch ungegliederte und gegliederte 
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Hyphen enthielten. Die letzten Stadien im Formenwechsel des Actino- 
myces alni aufzuklaren und den Nachweis zu fiihren, dal die Bakteroide 
die Infektoren sind, waren zwei weitere Aufgaben der Arbeiten zur vor- 


liegenden Abhandlung. 


1. Die Infektionshyphe 
Der Widerspruch in den Meinungen iiber die Form der Infektionshyphe 
zwischen PomMER (1956) und TauBERT (1956) sowie die Tatsache, daB 
Pommer (1956) zwei Mikroorganismen aus Erlenkndllchen isolierte (Peni- 
cillium albidum Sopp, Cylindrocarpon radicicola WR.), die ebenfalls 
Kndllchenbildung verursachen kénnen, waren die Griinde einer erneuten 
Untersuchung des Infektionsverlaufes. 


Die Wirtspflanzen (Alnus glutinosa Gaertn.) wurden aus Samen herangezogen. 
Die Aufzucht erfolgte ahnlich wie bei TauBErRT (1956), nur da in der ersten Zeit 
des Wachstums die cH+ der Nahrlésung mit verdiinnter H,SO, bei pH 3,5 bis 
pu 4,2 gehalten wurde. In diesem saueren Keimbett wuchsen die Pflanzen sehr gut. 

Um die Gewinnung junger nicht infizierter Wurzeln zu erleichtern, wurde ver- 
sucht, aus Stecklingen Wurzeln zu ziehen. Bei Freilanderlen war das Bemiihen 
erfolglos. Im Gegensatz dazu bildeten Zweige von Erlen, die in Nahrlésung heran- 
gezogen waren, als Stecklinge in Wasser in kurzer Zeit sehr viele kraftige Wurzeln. 

Die kiinstliche Infektion der Pflanzen erfolgte wie bei TauBERT (1956). — Um 
eine Aussage itber das Alter einer Infektion machen zu kénnen, mufBten die Wurzeln 
in den ersten drei Tagen nach dem Infizieren wiederholt griindlich mit Leitungs- 
wasser abgespiilt und in frische, keimfreie Nahrlésungen gebracht werden. Hier- 
durch ist eine nachtragliche Infektion durch anhaftende oder suspendierte infek- 
tidse Teilchen vermieden worden. 

Um alle Stadien der Umbildung des Endophyten erfassen zu kénnen, fixierten 
wir vom 3.—35. Tage nach der Infektion Wurzelstiicke und Knéllchenanlagen. Als 
Fixiermittel wurde hauptsiichlich das Gemisch von Lavpowsky (1894) angewandt 
(Aqua dest. 30 Teile, Athanol 100%ig 15 Teile, Formol konz. 5 Teile, Eisessig 
1 Teil). Andere Fixiermittel wie Trichloressigsiure, Bonner Mischung und Crar II 
brachten keine Vorteile und keine anderen Ergebnisse. 

Die Schnittdicke variierte je nach dem Objekt zwischen 5 «u und 8 uw. Gefarbt 
wurde mit Fuchsin-Jodgriin (ScHanpsE 1933), Fuchsin-Jodgriin (ScHNEIDER- 
ZIMMERMANN 1922) und Hisenhimatoxylin nach HerpeNnuarn und Pianese IT 
(StEBEN 1920). Die Farbungen Pianese II ergaben gut differenzierte Ubersichtsbilder, 
wenn die Objekte mit Tannin und Fe-I[I-Chlorid (PommuEr 1956) vorgefarbt waren. 


Uber den Infektionsort und die Zustandsformen des Endophyten im 
infizierten Wurzelhaar und der frisch infizierten Rindenparenchymzelle 
sind in der Literatur verschiedene Meinungen vertreten. 


Nach Fercuson u. Bonn (1953) ist die erste Infektion nahe dem Hypokotyl, 
vier Wochen spiter sollen sie auch tiefer an den Wurzeln entstehen. TAUBERT (1956) 
schrieb, daB es in Wasserkulturen keinen bevorzugten Ort fiir die Infektionen gebe, 
aber eine Haiufung im oberen Drittel der Wurzelmasse — also in besser durchliifte- 
ten Geweben und Wasserschichten — zu beobachten sei. 

Unsere eigenen Beobachtungen erlauben folgenden SchluB8: Der 
Knéllchenerreger infiziert jeweils die jiingsten Partien der Wurzelhaar- 
zone. DaB® die meisten Knéllchen nahe dem Flissigkeitsspiegel — also 
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im oberen Drittel der Wurzelmasse — zu beobachten sind, erklart sich 
aus der Vielzahl der dort gebildeten Seitenwurzeln, die am jiingsten Teil 
der Wurzelhaarzone infiziert werden und beim GroBerwerden des Kndll- 
chens eine Infektion der Hauptwurzel vortauschen kénnen. 


Hinrner (1896) hatte beobachtet, da® sich an den Wurzeln der Erlen nach der 
Infektion deformierte Wurzelhaare bilden. vy. PLorHo (1942) konnte in deformierten 
Wurzelhaaren den Endophyten nicht feststellen. PommeEr (1956) schrieb, dak durch 
den Infektionsreiz vielleicht eine Deformation der Wurzelhaare veranlaBt wird. 
Krepser (1932) und Tauperr (1956) fanden deformierte Wurzelhaare auch an 
nicht infizierten Wurzeln. 


Wir konnten ebenfalls die Beobachtung machen, dafi nichtinfizierte 
Wurzeln deformierte Wurzelhaare haben kénnen. Wenn sich die Wurzeln 
durch Belichtung stark gerétet hatten (TauBERT 1955), dann waren sie 
meistens von deformierten Wurzelhaaren bedeckt. Da auch die geroteten 
Infektionsstellen immer von deformierten Wurzelhaaren bedeckt sind, 
mu man annehmen, da die Deformation des Wurzelhaares keine spezi- 
fische Folge der Infektion ist. 

Das Auffinden der jiingsten Infektionsstadien ist schwierig, weil sie an den 
Wurzeln makroskopisch nicht zu erkennen sind. Nur mit liickenlosen Serien- 
schnitten durch die betreffenden Wurzelhaarzonen konnte ein Uberblick iiber die 
Verhaltnisse gewonnen werden. 


Der erste Schritt, das Eindringen des Endophyten von auBen in das 
Wurzelhaar hinein, ist nie gefunden worden. Das fritheste von uns beob- 
achtete Stadium war schon fiinf Tage alt. Nach dieser Zeit waren in den 
infizierten Wurzelhaaren einfache ungegliederte Hyphen (Abb. ta) zu 
finden (PoMMER 1956), und die Basis der Wurzelhaare sowie darunter- 
liegende Rindenparenchymzellen waren mit einer stark anfarbbaren 
Masse angefiillt. In den Rindenparenchymzellen waren nur Infektions- 
hyphen und noch keine Zweigfiden (SCHAEDE 1933, POMMER 1956, Tavu- 
BERT 1956) gewachsen. Es ist auch unwahrscheinlich, daB der Endophyt 
in so kurzer Zeit viele Zweigfaden bilden konnte, die als dunkle Masse 
eines im Cytoplasma der Wirtszelle eingehillten Fadenknauels zu _be- 
schreiben waren. 

ScHAEDE schrieb 1933: ,,In frisch infizierten Zellen findet sich nicht 
mehr Cytoplasma als in nichtinfizierten, doch scheint sich in dem Faden- 
knauel bei A. glutinosa etwas mehr Plasma anzusammeln.“* Nach unseren 
Befunden reagierte die Wirtszelle auf den eindringenden Symbionten 
sofort mit einer Plasmavermehrung. Die stark anfiirbbare Masse war eine 
Ansammlung von Wirtsplasma, das sich um die eindringende Hyphe 
ballte. Wir fanden die infizierten Wurzelhaare immer mit der stark an- 
gefarbten Masse angefiillt, die den Pilzfaden mehr oder weniger einhiillte 
und der Beobachtung entzog. Nichtinfizierte Wurzelhaare lassen sich 
dagegen kaum anfarben und wirken immer wie leer. 
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Nun wird auch verstindlich, warum das erste Stadium der Infektion, 
das Hindringen des Endophyten in das Wurzelhaar, so schwer zu finden 
ist. In den ersten Stunden der Infektion hat das Wurzelhaar noch nicht 
auf den eindringenden Kndllchenorganismus reagiert. Es erscheint im 
Praparat also ebenso leer wie ein nichtinfiziertes Wurzelhaar. Bei der 
Feinheit des Objektes mu8 dann das Auffinden der Perforationsstelle ein 


seltener Zufall sein. 
a Y 
. . 


cP \ 
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a b c 
Abb. 1. Infektionshyphen von Actinomyces alni Peklo in Wurzelhaaren von Alnus glutinosa Gaertn. 
a Ungegliederte Infektionshyphe in ,,plasmodiumihnlichen’’ Ansammlungen des Wirtsplasmas 
verhiillt. Kern hypertrophiert. b Die simultane Gliederung zur Haupthyphe beginnt. Die Ver- 
hiillung durch Wirtsplasma verschwindet. ¢ Gegliederte Haupthyphe im Wurzelhaar. Die Verhiillung 
ist verschwunden 

Wie SCHAEDE (1933) es fiir frisch infizierte Parenchymzellen fertiger 
Kndéllchen beschrieben hat, waren auch hier bei unseren Objekten in 
infizierten Wurzelhaaren hypertrophierte Kerne deutlich zu erkennen 
(Abb. 1a). 

PomMer (1956) hat in den infizierten Wurzelhaaren nur einfache un- 
gegliederte Hyphen ohne auffallende Plasmaansammlungen gesehen. 
TavuBERT (1956) fand in den infizierten Wurzelhaaren neben Plasma- 
ansammlungen nur gegliederte Hyphen (vgl. ScuanpeE 1933). Wir konn- 
ten die Umwandlung der wngegliederten Hyphen in die gegliederten fest- 
stellen (Abb. la—Ic). 

An fertig ausgebildeten Knéllchen ist diese Beobachtung unméglich, da kein 
zeitlich festgelegter Ausgangspunkt als Anhalt gegeben ist. Anders ist es bei de- 
finierten Infektionen. Hier waren die Zeitpunkte der Infektionen und der Fixierun- 
gen bekannt und durch die besondere Methode der Impfung eine spatere ungewollte 
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Infektion zu vermeiden. So konnte die Zeitdauer festgestellt werden, die zwischen 
den einzelnen Entwicklungsstadien, wenn auch nicht an der gleichen Hyphe, ver- 
gangen war. 

Mit zunecehmendem Alter der Infektion, gleichzeitig mit der Gliederung 
der Hyphen, verschwand in noch unbekannter Weise die stark anfarb- 
bare Masse, die den Infektionsfaden einhiillte, und die Einzelheiten des 
Hyphenverlaufes wurden frei sichtbar. 

Die Gliederung der Infektionshyphen (Abb. 1b), also nach SCHAEDE 
(1933) und Tauperr (1956) die Bildung der Hauptfaden, setzte regel- 
maBig 8—10 Tage nach der Infektion ein. Der Durchmesser der Hyphen 
betrug dann 0,8 w bis 1,0 u, und die einzelnen Glieder waren verschieden 
lang, das langste hatte 9 u. Wir haben nie beobachtet, da eine Hyphe 
nur in einer kleinen Strecke in Glieder geteilt wurde und sonst ungeglie- 
dert war. Die Gliederung stellte sich immer tiber langere Strecken simul- 
tan ein. 

Indessen lief sich die Hyphe, die in der zusammengeballten Plasmamasse 
verborgen war, auch kiinstlich sichtbar machen. Durch eine schwache Difte- 
renzierung der nach PIANESE gefarbten Schnitte konnten wir erreichen, 
da® die Kerne und das Plasma der Wirtszellen sich grin farbten und die 
Formen des Endophyten durch rote Férbung hervortraten. Man sah dann 
an den infizierten Zellen junger Infektionsstellen, daB die infizierten 
Parenchymzellen sehr plasmareich und die Hyphen des Knéllchen- 
erregers vom Plasma eingehillt waren. Wurde die Differenzierung der 
nach PranesE gefarbten Objekte bis zum vollstandigen Farbumschlag 
weitergefiihrt, dann farbten sich Plasma und Kern der Wirtszelle ebenso 
rot wie die Hyphe des Endophyten. Wirts- und Infektorstrukturen bzw. 
_substanzen waren dann nicht mehr zu unterscheiden. Die Infektion der 
Zelle konnte schlieBlich nur noch am hypertrophierten Kern und an dem 
Plasmareichtum erkannt werden. Man war dann geneigt, den Symbionten 
in diesem Infektionsstadium als ,,plasmodiumahnlich™ zu erklaren. 

Die Infektionshyphe des Endophyten ist auch in den mehrjahrigen 
Rhizothamnien wahrend der Monate Dezember bis April gut zu sehen. 
In den Rhizothamnien geht, solange die Knollchen mit Meristemen 
wachsen, das Wachstum des Endophyten mit nichtgegliederten Infektions- 
hyphen von Zelle zu Zelle weiter. Diese Infektionshyphe wird nachtrag- 
lich zur gegliederten H. aupthyphe. Spater sind Nebenhyphen (Zweigfaden 
nach ScHAEDE 1933) festzustellen, die von der Haupthyphe abzweigen 
miissen, was noch nicht im Bilde darzustellen war. Wann die Neben- 
hyphen gebildet werden, ob schon aus der Infektionshyphe oder erst aus 
der gegliederten Haupthyphe, konnte ebenfalls noch nicht festgestellt 
werden. Durch das Wachstum der N: ebenhyphen kommt ein knauelartiges 
Hyphengeflecht zustande. Wie die einzelne Hyphe des Geflechtes be- 


schaffen ist, kann noch nicht beschrieben werden. 
4* 
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2. Das Blischenstadium (Involutionsform ) 


Hat der Endophyt die Wirtszelle mit einem Hyphengeflecht angefiillt, 
dann erfolgt der Ubergang zur Blischenform (Abb. 2a u. b). Die Blaschen 
sind bisher nur an fertigen Knéllchen untersucht worden (SCHAEDE 1933, 
Pommer 1956), wobei es unmoglich war, den Ablauf der Entwicklung zu 
verfolgen. Wir konnen auf Grund der angewandten Farbe- und Differen- 


a b 


Abb. 2. Die ungegliederte Infektionshyphe war in das Parenchym und dort von Zelle zu Zelle weiter 
gewachsen, hat sich in eine gegliederte Hauthyphe veriaindert und fiillt die durchwachsenen Zellen 
mit einem scheinbar seitlich abgezweigten Hyphengeflecht aus (a). Die Enden der Geflechthyphen 
sind zu Blischen (Involutionsform) angeschwollen und bilden mit dem Geflecht im Zellinnern die 
Blischentraube, Die Haupthyphe ist dabei geldrollenartig in Querlamellen unterteilt worden (b) 


zierungsmethode Aussagen tiber den Verlauf der Dinge machen, die im 
Ubergang zur Blischenform geschehen, 

Die Blaschen sind Anschwellungen von Nebenhyphenenden (LIESKE 
1921, ScHagpE 1933, Pommer 1956, TAuBERT 1956) und miissen als In- 
volutionsformen des Infektors beurteilt werden. Bei unseren Versuchen 
begann 16—18 Tage nach der Infektion die Anschwellung der Hyphen- 
enden zu Blaschen. Der Vorgang hielt solange an, bis die Wirtszelle von 
einer Blaschentraube ausgefiillt war, deren einzelne Blischen Groen von 
3,2 uw bis 4,0 uw erreichten (Abb. 2b). Der Ausdruck ,,Bliischentraube“ soll 
darstellen, daf die Blischen nicht im inneren Hyphenknauel der Zelle, 
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sondern durch Anschwellung der peripheren Hyphenenden zustande 
kommen. Das Innere der Blaschentraube bleibt ein Hyphengeflecht (vgl. 
ScHAEDE 1933 und 1948). 

Es muB noch auf die Erscheinung der ,,latenten Infektion™ (TAUBERT 
1955) eingegangen werden, worunter ein Gewebebefall zu verstehen ist, 
bei dem der Endophyt in die Involutionsform tibergegangen und das 
Vordringen der Infektionshyphe abgestoppt ist. 

Tauperr (1955, 1956) beobachtete diese Erscheinung sowohl bei kleinen pri- 
maren Infektionen als auch bei den inneren Infektionen der Seitenwurzelanlagen, 
die zu den eigentlichen Knéllchen auswuchsen. Der in die primare Rinde der 
Mutterwurzel eingedrungene Endophyt verbreitete sich dort tiber ein begrenztes 
Gebiet. Die hervorwachsende Seitenwurzelanlage wurde von ihm infiziert und war 
zum eigentlichen Knéllchen (Rhizothamnium) ausgewachsen. Hier konnte der 
Knéllchenorganismus dem Meristem des wachsenden Knéllchens folgen und mit 
nichtgegliederten Hyphen immer neue Zellen infizieren. Der im primaren Rinden- 
gewebe der Mutterwurzel verbliebene Endophyt ging in die Involutionsform tiber 
und war nicht mehr fahig, weitere Zellen zu infizieren. Bei den zuerst genannten 
primaren kleinen Infektionen befiel der Erreger vom Wurzelhaar aus immer nur 
wenige Zellen von der primaren Rinde der Mutterwurzel und ging dann in die 
Blaschenform iiber. Eine Reaktion des Zentralzylinders der Mutterwurzel erfolgte 
nicht. Die Infektion blieb stecken. 

Beide Formen der latenten Infektion konnten wir wahrend der vor- 
liegenden Arbeit erneut beobachten. Die Blaschen erschienen in allen 
infizierten Zellen, selbst im infizierten Wurzelhaar. Das bedeutet, dab 
die Infektionshyphe schon im Wurzelhaar zu einem Hyphenknauel aus- 
wachsen kann. 


3. Die Bildung der Bakteroide 


Wie wir es oben schon beschrieben haben, wuchs der Endophyt im 
Wirtsgewebe mit ungegliederten Infektionshyphen von Zelle zu Zelle. 
Man sah spiiter den Infektionsweg an der Form der gegliederten Haupt- 
hyphen (Abb. fe u. 2a) und schlieBlich das Gewirr der Nebenhyphen 
als inneres Geriist eines Endstadiums, der Blaschentrauben (Abb. 2a 
u. 2b). Die Blaschen konnten von innen her die Zellwande dicht be- 
decken. Es war dann kein Einblick in das Innere der befallenen Zellen 
zu gewinnen. Manchmal war das Gefiige aber so locker, daf} mit differen- 
zierten Farbungen eine weitere Entwicklung der gegliederten Haupt- 
hyphe erkannt werden konnte. 

Etwa am 27. Tage nach der Infektion war die gegliederte Haupthyphe 
bis 3,2 w im Durchmesser verdickt, und es begann in ihr ein weiteres 
Unterteilen der Gliederung, in dessen Folge die Haupthyphe geldrollen- 
artig querlammelliert erschien (vgl. Abb. 2a u. b). Im weiteren Ver- 
lauf trieben die Haupthyphen in einzelnen Abschnitten blasig auf und 
bildeten intercalar spindelformige Verdickungen (15—20 u Lange und 
6—8 « Durchmesser) mit deutlich ausgeprigten Querlamellen (Abb. 3¢). 
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Wir nannten dieses Gebilde ,,Spindel’*, weil es notwendig ist, sie auch 
in der Benennung von den Involutionsformen, den Blaschen der Blaschen- 
trauben, eindeutig zu unterscheiden. 


d 


raleeniae pei eR eed der Bliischen schwellen die Haupthyphen in den Blischen- 
Spindeln an, die, im Gicrtuuitt gated (a) poet infercelliaias (b) zu intercalaren querlamellierten 
a Geeta 2 me rs ma Be troffen, leicht als vergréBerte Bliischen angesehen werden (d—). 

en der Spindel zerkliiften und zerfallen, wobei die , Kurzstiibchen gebildet werden 
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Wurde eine Spindel im Schnitt quergetroffen (Abb. 3d), dann erschien 
sie im Bilde, als ob sie ein besonders stark aufgetriebenes Blaschen ware. 
In manchen Fallen war dann auch im Querschnitt der Spindel eine Zer- 
kliiftung des Inhaltes — vermutlich ein Zerfall der Querlamellen — zu 
erkennen. Was dabei geschah, war nicht genau zu ermitteln, weil sich im 
Inhalt der Spindel gleichzeitig eine stark anfarbende Substanz vermehrte, 
durch die das Ganze eine zwar nicht strukturlose, aber sehr dichte und 
nicht leicht zu differenzierende Masse wurde. Es konnte auch nicht fest- 
gestellt werden, ob die sich vermehrende und zerbréckelnde Spindelmasse 
von einer Membran umgeben war. Manchmal, wenn die Spindel sich nicht 
sehr ausgedehnt hatte, schien es so, in anderen Fallen war nichts von 
einer Membran festzustellen. Es entstanden membranlose Komplexe der 
Spindelmassen, die groBe Teile der Zellraume ausfiillten oder — wenn 
die Spindeln beim Durchgang der Hyphen von Zelle zu Zelle — in Inter- 
cellularen entstanden, letztere ausweiteten und gréBere intercellulare An- 
sammlungen der zerfallenden Spindelmassen bilden konnten. 

Wir mochten die zerbréckelnde Spindelmasse mit dem identisch halten, 
was SCHAEDE (1933) dichte Massen von ,Kurzstaibchen™ nannte. Ob es 
aber tiberhaupt Kurzstabchen waren, ist keineswegs erwiesen. Wir ver- 
wenden den Ausdruck ,.Kurzstabchen nur deshalb, weil wir fiir die 
gleiche Sache keinen neuen Terminus pragen wollen. 

Im weiteren Gang der Dinge lockerten sich die dichten Spindelmassen 
auf, und nun fand die eigentliche Bakteroidbildung statt, die aber nicht 
in allen Einzelheiten des Vorganges verfolgt werden konnte. Es ent- 
standen letzten Endes am Ort und aus der Masse der Spindel tiber das 
Zwischengebilde ,,Kurzstabchen“, die sich stark anfirbenden, groBeren 
kugeligen Bakteroide, die gréBere, mehrere Zellen umfassende Bakteroid- 
raume ausfiillen konnten. Ob die Bakteroide dabei die Wande der Wirts- 
zellen auflésten oder ob durch den Druck der Bakteroide die prall ge- 
fiillten Zellen gesprengt wurden, war nicht festzustellen. Mitunter waren 
die Bakteroide in einem mit einer Membran umhauteten Behalter zu 
sehen, der manchmal wie ein Anhangsel der Haupthyphe wirkte. Es han- 
delte sich aber immer um eine intercalare Spindel der Haupthyphe, in 
der sich die Bakteroide, ohne die Membran der Hyphe aufzuldsen oder 
zu sprengen, entwickelt hatten. 

Wir konnten nie etwas finden, was auf einen Zerfall der Blaschen in 
Bakteroide oder in Vorstufen der Bakteroide schlieBen laBt (SCHAEDE 
1948, PommER 1956). War eine veranderte Struktur zu beobachten, dann 
war sie ein Anzeichen der bereits begonnenen ,,Verdauung® der Blaschen. 
Bakteroide kamen immer nur so zustande, daB ihre Abkunft aus den 
Spindeln ohne Zweifel sicher und eine Abkunft aus den Blaschen unwahr- 
scheinlich war. Wir kénnen aber nicht endgiiltig bezweifeln, da auch 
der Inhalt der Blaschen in Bakteroide zerfallen kann, denn ScHAED®, der 
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es gesehen hat, schrieb 1933, da es nicht haufig geschieht. Es ist also 
méglich, da& wir das seltene Ereignis tibersehen bzw. nicht gefunden 
haben. Andererseits miissen wir darauf hinweisen, daf man den Quer- 
schnitt der intercalaren, in ,,Kurzstabchen“ zerfallenden ,,Spindel™ der 
Haupthyphe leicht als ein groBes Blaschen beurteilt. 

Wir haben auch die EinschluBk6rperchen der Hyphen und Blaschen 
gesehen, die sich mit Fuchsin stark anfarben lassen und nach POMMER 
(1955) die Initialen der Bakteroide sein sollen. KREBBER hat 1932 kleine 
runde Kérperchen beschrieben, die in den Hyphen sichtbar zu machen 
waren. SCHAEDE (1933) hat sie als Reservestoffe erklart. Alle diese Hin- 
schluBkérperchen haben mit der Bakteroidbildung nichts zu tun. Sie 
traten nach unseren Befunden mehr in den Hyphen als in den Blaschen 
auf, lieBen aber auch dort keine Beziehung zur Bakteroidbildung er- 
kennen; denn sie konnten in dem Endophyten zu finden oder auch nicht 
zu finden sein, und zwar ganz unabhingig davon, ob der Actinomycet 
im Rhizothamnium nur Blaschen und keine Bakteroide oder beide Organe 
entwickelt hatte. 


4. Das Vorkommen der Bakteroide und der Blaschen 


ScHAEDE (1933) und PommeEr (1955) haben die Bakteroide nicht in 
allen, sondern nur in manchenErlenkn6llchen gefunden. Andere enthielten 
nur Blaschen, was SCHAEDE (1933) auf Unterschiede in einem Kraftespiel 
von Wirt und Endophyt zuriickfiihrte. (Der Endophyt von Myrica gale 
entwickelt nach ScHAEDE, 1939, an ein und derselben Wurzel Knoéllchen 
mit und ohne Bakteroide.) Wir fanden bei Untersuchungen der Rhizo- 
thamnien der Erlen, daB ein Baum oder ein Baumchen (in Wasserkultur) 
jeweils nur Knéllchen mit oder nur Kndéllchen ohne Bakteroide hatte, 
und konnten nie an einer Erle beiderlei Knéllchen zugleich nebenein- 
ander finden. Knéllchen der Erlen, die in Crone-Mangellésung gezogen 
wurden, hatten fast ausnahmslos Bakteroide. Was dieses Entweder-Oder 
der Bakteroidbildung bedeutet und worauf es zuriickzufiihren ist, das 
wissen wir nicht. Wir haben keine Anhaltspunkte fiir irgendeine Er- 
klarung. 

SCHAEDEs (1933) Vorstellung, daB entweder der Wirt tiberhand nimmt 
und der Endophyt verdaut wird, oder der Endophyt iiberhand nimmt 
und sich durch Bakteroidbildung befreien kann, wird wohl nicht immer 
richtig sein, denn einige Tatsachen widersprechen ihr. Man kann namlich 
im Herbst in Rhizothamnien der Erle alle Stadien des Endophyten neben- 
einander finden: In der Nahe der Meristeme die Infektionszone mit un- 
gegliederten Hyphen; anschlieBend eine Zone mit vollends ausgebildeten 
Blischen und gegliederten bis lamellierten Haupthyphen; dann eine 
Zone mit Zellen durchsetzt, die prall mit Bakteroiden angefiillt sind; 
weiterhin anschlieBend eine Verdauungszone, wo die Blischen nicht mehr 
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voll turgescent sind, auch mit Bakteroidraumen durchsetzt; und schlieB- 
lich eine Zone, in der die Verdauung der Blaschen schon erledigt ist und 
neben voll intakten Bakteroidréumen nur leere zerquetschte Blaschen 
zu finden sind. 

Kin Wachstum des Endophyten in zwei Perioden der Vegetationszeit 
in Ubereinstimmung mit einem periodisierten Wachstum der Knéllchen 
(PoMMER 1956) war bei unserem Material nicht festzustellen. Auch die 
Bakteroidbildung erfolete — wenn sie tiberhaupt geschah — kontinuier- 
lich wahrend der ganzen Vegetationszeit. Im Spatherbst stellten die 
Knoéllchen das Wachstum ein. Der Endophyt wuchs aber noch weiter 
zum Meristem vor. Die Blaschenbildung schien langsamer zu werden 
und bald beendet zu sein. Uber die Blaischenverdauung und die 
Bakteroidbildung wahrend der Winterruhe kénnen wir keine Aussagen 
machen. 

In einem Teil miissen wir aber ScHAaEDEs Vorstellung des Kraftever- 
haltnisses von Wirt und Parasit zustimmen. Es ist nicht so, als ob der 
Wirt die Involutionsform des Endophyten verursache und dies unter- 
driickt wiirde, wenn der Endophyt hinreichend kraftig fiir die Bakteroid- 
bildung sei. Es scheint aber eine unbekannte Ursache, die eine Bakteroid- 
bildung férdert, direkt oder indirekt durch die Existenz der Bakteroide 
die Verdauung der Blaschen zu hemmen; was andererseits bedeutet, dab 
die Verdauung ungehindert vonstatten geht, wenn keine Bakteroide ge- 
bildet werden. 

Solches zeigt sich im Verhalten der Knollchen, die keine Bakteroide 
enthalten. Hier wurde im Gegensatz zu den ,,Knollchen mit Bakteroiden® 
die Verdauung der Blaschen im Herbst zu Ende gefihrt. Wir fanden 
wie iiblich die Infektionszone; aber dort, wo einst zwischen der Infek- 
tions- und der Verdauungszone die Zone der Haupthyphen und der prallen 
Blischentrauben war, fanden wir neben wenigen angegriffenen, ,,halb- 
verdauten‘’ Blaschen nur Membranreste vollig verdauter Blaschen. Neu- 
bildungen der Involutionsformen haben hier vom Herbst zum Winter 
und wahrend des Winters nicht stattgefunden. In den Knollchen ohne 
Bakteroide fehlen also im Winter die Blaschen, weil die Verdauung un- 
behindert war, als schon keine Neubildungen mehr stattfinden konnten. 

Kresper (1932) schrieb, daB er das Blaschenstadium wahrend des 
Winters nicht fand. Da er nichts tiber die Bakteroide sagte, ist anzu- 
nehmen, da® er nur Knéllchen ohne Bakteroide vor sich hatte. KREBBER 
stellte fest, daB das Blaschenstadium in den Rhizothamnien von Alnus 
glutinosa im Friihjahr erst Ende Marz bis Anfang April, in den Knéllchen 
von Alnus incana aber schon Anfang Marz wiederzufinden war. Er urteilte : 
,,lch nehme an, das die Blaschenbildung mit der Vegetationsperiode des 
Wirtes zusammenhangt, denn A. incana entfaltet ihre Blatter und bliiht 
vierzehn Tage bis drei Wochen frither als A. glutinosa.* 
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In den Kndéllchen unserer Wasserkulturen (A.glut.), die ja Bakteroide 
hatten und alte Blaschen durch den Winter hindurch behielten, ent- 
standen bereits im Marz gut entwickelte neue Blischen. Die Kulturen 
hatten im Winter an einem kiithlen, aber frostsicheren Ort gestanden, 
waren schon Ende Februar in ein geheiztes Gewaichshaus gebracht wor- 
den und entfalteten Anfang Marz ihre Knospen. 

Im gleichen Jahr hat die Belaubung der Freilanderlen erst Anfang Mai 
und spiter begonnen, und erst in der Mitte des Monates Mai erschienen 
in Kndéllchen derjenigen Erlen, die keine Bakteroide hatten, wieder die 
Zonen vollausgebildeter Blischen. In Freilanderlen, deren Knollchen 
Bakteroide enthielten, waren schon im Marz, also schon lange Zeit vor 
dem Beginn der Belaubung, neue, vollentwickelte Blaschen zu finden, 
was mit der Entwicklung der Blaschen in den bakteroidhaltigen Wasser- 
kulturerlen zeitlich tibereinstimmte. Es ist also klar, da} die unbekannte 
Ursache, durch die eine Bakteroidbildung gefordert wird, auch die 
Blaschenbildung fordert. Anders ist, wie schon gesagt wurde, die Ab- 
hangigkeit der Blaschenverdauung, die zwar immer mdglich ist, aber 
parallel mit der Bakteroidbildung oder durch die Bakteroidbildung eine 
Hemmung erfahrt. 

Blaschenbildung, Bakteroidbildung und die Verdauung der Involutions- 
form als Ergebnis eines ,,Krafteverhaltnisses** oder gar mit dem Unterton 
des Gedankens einer ,,Zweckmafigkeit’’ zu sehen, kann auf Irrwege 
fihren, wenn man den Ursachen der Dinge auf die Spur zu kommen 
sucht. Vor der Tatsache stehend, daB die Bakteroidbildung mit der Hem- 
mung der Blaschenverdauung verkniipft ist, kamen wir auf die Frage, 
ob der Anlaf§ doch von der Wirtspflanze ausgeht. Ob der Endophyt in 
einer ,,fremddienlichen ZweckmaBigkeit** die Bakteroidbildung unterlaBt 
und verdauliche Blaschen bildet, wenn der Wirt erhéhten Stickstoff- 
bedarf hat und dies durch seinen mangelhaften Stoffwechsel dem Endo- 
phyten mitteilt. Kin solches zweckmaBiges Verhalten schien uns von vorn- 
herein unwahrscheinlich zu sein, weil unsere Erlen in Wasserkultur, die 
unter N-Mangel gehalten wurden, Bakteroide und schwerverdauliche 
Blaschen bildeten. Was aber wird geschehen, wenn der N-Bedarf der Erle 
anders befriedigt wird, wie es in den Wasserkulturen leicht méglich ist ? 

Wir untersuchten die Knéllchen von Erlen, die in stickstoffhaltigen 
Nahrl6sungen gewachsen waren, parallel zu solchen, die ihren N-Bedarf 
aus dem Verdauen des Endophyten decken muBten. 

Erlen in stickstofffreier Nahrlésung wurden drei Tage nach der Infek- 
tion zusitzlich mit 10 mg NaNO, je Liter versorgt. Die Nahrlésung und 
der Stickstoff wurden nach 6 Wochen erneuert. 

Die Rhizothamnien der Erlen aus stickstoffhaltigen Nahrloésungen, die 
recht zahlreich und gut gewachsen waren, hatten nach 10 Wochen noch 
keine Bakteroide gebildet. Die Zone mit den prallen Blaschentrauben 
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hatten auch nur geringen Umfang, denn die Blaschen waren rasch und 
vollkommen verdaut worden; in vielen Wirtszellen waren Membranreste 
der Blaschentrauben des Endophyten zu finden. Im Gegensatz dazu war 
in den Kndéllchen der Erlen, die in den N-Mangellésungen wuchsen, eine 
gute Bakteroidbildung, die tibliche Zone der prallen Blaschentrauben und 
eine gehemmte Verdauung der Involutionsform festzustellen. 

Worin ist nun-hier im Falle der stickstoffhaltigen Nahrlosung ein fiir 
den Wirt giinstiges Krafteverhaltnis zu sehen ‘ Das tippige Wachstum der 
Rhizothamnien ist nur méglich, wenn iippige Infektionshyphen die 
Meristeme zum Vergallungswachstum zwingen, und die Massen der Reste 
verdauter Involutionsformen beweisen eine groBe vegetative Leistung des 
Endophyten, denn sie miissen ja aus seiner vegetativen Leistung und 
nicht aus seiner Schwiiche zustande gekommen sein. 

Gegen den Gedanken der _Zweckmabigkeit’' spricht die Tatsache, dak 
die Wirtspflanze nur minder die Produkte des stickstoffautotrophen 
Endophyten verdauen kann, wenn die andere N- Quelle mangelhaft ist. 

Wenn diese Versuche auch den Sinn der Dinge nicht anschaulicher 
gemacht haben, so wurden sie doch zum Wegweiser kinftiger Experi- 
mente zur kausalanalytischen Erforschung der Dinge mit einer indu- 
zierten Lenkung der Formbildung und moglicherweise auch des Stoff- 
wechsels solcher Endophyten. 


5. Die Funktion der Bakteroide 


Wie eingangs schon gesagt wurde, nahm man bisher ohne Beweise an, 
da® die Bakteroide das Stadium des Entwicklungskreislaufes von 4. alni 
sind. das als letztes Stadium zum Infektor wird und die Infektionskette 
schlieBt. SCHAEDE (1933) schrieb, daf die Bakteroide das Periderm durch- 
brechend oder durch Verrottung des Rhizothamniums unverandert ins 
Freie, d. h. in den Boden, kommen. Er hat auch gesehen, dab Keim- 
schlauche (Keimhyphen) aus Bakteroiden gewachsen waren. Den Beweis 
der Infektornatur konnte er nicht fahren. POMMER (1955) konnte die 
Bakteroide nicht zum Keimen bringen und schrieb, daB ihre Bedeutung 
noch ganz unklar sei. Weil eine Infektion der Wurzel von aufen not- 
wendig ist, hielt TauBERT (1955) die Bakteroide fiir die Entwicklungsform 
des Endophyten, die den Wirt verlaBt, in den Boden kommt, dort tiber- 
dauert und dann als Infektor dient. Hin aktives Ausbrechen der Bakte- 
roide aus dem Wirt sei unmdglich, sie konnten aber infolge partieller 
kraterformiger Verwesungen des Rhizothamniums ins Freie kommen. 

Wir haben bei unseren Untersuchungen nichts gesehen, was darauf 
schlieBen laBt, daB die Bakteroide irgendwie von innen her durch das 
Periderm hindurch ins Freie kommen k6nnen. Sie werden nur durch Ver- 
rottung der Rhizothamnien oder durch zufallige Verletzungen alter Rhizo- 
thamnien frei. Die Verwesung braucht nicht nur an der Spitze des Rhizo- 
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thamniums zu beginnen (TAuBERT 1955), sondern kann auch an der Basis 
anfangen und das Kndllchen aushéhlen. Es bleiben dann nur die auBere 
Haut, Gefa®strange und gerbstoffhaltige Zellagen tbrig. 

Um aufzuklaren, ob die Bakteroide als Infektoren fungieren kénnen, 
wurden folgende Versuche unternommen. 

An Handschnitten von alten Erlenknéllchen (Frischmaterial) war auf- 
gefallen, dafi die Bakteroide in kompakten Massen aus den Geweben 
herausquellen. Eine quellbare 
Substanz, in die die Bakteroide 
eingebettet sind, halt sie zu- 
sammen (SCHAEDE 1933). Sie 
kénnen so auch bei der Verrot- 
tung der Rhizothamnien zusam- 
menbleiben und sekundar durch 
Verquellung ihres Bettes im 
Boden verbreitet werden. Ob 
durch Verquellung der einbet- 
tenden Substanz auch ein ,,Wan- 
dern’’ im Gewebe des intakten 
Rhizothamniums und ein aktiver 
Austritt aus ihm mdéglich ist, muB 
in Erwagung gezogen werden, 
scheint aber unwahrscheinlich zu 
sein. Gesehen wurde nur das Her- 
vorquellen zusammenhangender 
Ketten und kugliger Massen 


Abb. 4. Bakteroide von Actinomyces alni Peklo, 5 
in eine Quellmasse eingebettet, quellen aus dem bei angeschnittenen Kndéllchen 
Bakteroidraum in die AuBenlésung (Abb 4) 


Mit solchen herausgequollenen Bakteroidmassen sind in folgendem 
Verfahren Erlen infiziert worden : 


Knéllchen wurden griindlich gesiubert, gewaschen und geschalt. Das Periderm 
wurde entfernt, um eine Infektion mit Endophytteilen zu vermeiden, die nicht aus 
dem Innern des Gewebes stammten. Dann wurde das Knéllchen mit einem scharfen 
Messer langshalbiert und beide Teile mit der Schnittflache nach oben auf einen 
Objekttrager in je einen Tropfen sterilen Wassers gelegt. Die Schnittfliche muBte 
stets unter Wasser sein, weshalb nach 10—12 min steriles Wasser tropfenweise 
hinzugefiigt wurde. SchlieBlich sind die Knéllchenhalften mit einer sterilen Nadel 
entfernt worden, wobei darauf geachtet wurde, daB keine Gewebereste im ,,Fang- 


tropfen zuriickblieben. 

Nachdem wir uns mit Hilfe eines Mikroskopes tiberzeugt hatten, 
daB geniigende Mengen Bakteroidmassen herausgequollen und auf dem 
Objekttrager zuriickgeblieben waren, wurde den Bakteroidaufschlim- 
mungen stickstofffreie Nahrlésung zugesetzt. In die verdiinnte Bakteroid- 
aufschlammung legten wir die Wurzeln kleiner Krlenpflanzchen. 
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In anderen Versuchen hatte sich erwiesen, da junge Erlenpflanzchen 
schon vor dem Entfalten der ersten Laubblatter nach der Ausbildung der 
ersten Seitenwurzeln zu infizieren sind und Knollchen bilden kénnen. 

Wir lieBen deshalb Erlensamen in Leitungswasser keimen, legten die Keim- 
pflanzen mit den Wurzeln auf Objekttrager in einige Tropfen stickstofffreie Crone- 
Nahrlésung und deckten sie so mit einem Deckglas 50x24 mm zu, daB der griine 
SproBteil unter dem Rand des Deckglases herausragte. Wurde die Wurzel mit 
Stanniolpapier unter dem Objekttrager und ttber dem Deckglas dunkel gehalten 
und die ,,Mikrowasserkultur“ in einer geschlossenen Schale gegen Austrocknen 
geschiitzt sowie mit einer Saugvorrichtung fiir die Wasserversorgung versehen, dann 
konnten die Erlenkeimlinge wie in einer Wasserkultur weiterwachsen. 

Fiir solche Mikrowasserkulturen wurden nun die oben beschriebenen ge- 
webefreien Bakteroidaufschlammungen verwendet, indem der Fangtropfen 
auf dem Objekttrager mit stickstofffreier Nahrlésung verdiinnt wurde. 

Wir haben in dieser Weise 52 Pflanzchen infiziert und fanden 46 Pflan- 
zen, die mindestens ein und héchstens 9 Kndéllchen gebildet hatten. Sechs 
Infektionen blieben erfolglos. Als Kontrollen dienten Keimpflanzchen in 
steriler Nahrlésung, die keine Knéllchen entwickelten. Sodann. setzten 
wir einen parallelen Kontrollversuch an, bei dem statt des bakteroid- 
haltigen Knéllchengewebes ein bakteroidfreies, nur blaschenhaltiges in den 
Fangtropfen gelegt wurde. In solchen Fangtropfen waren mikroskopisch 
keine Bakteroide festzustellen. Dann wurden Keimpflanzchen, wie oben 
beschrieben, zwischen Objekttrager und Deckglas praktiziert und dasGanze 
wie im Hauptversuch als Mikrowasserkultur gepflegt. In diesem Kontroll- 
versuch sind von 41 Pflinzchen nur 7 infiziert worden. Hier mute die 
Infektion durch Bruchstiicke der Hyphen geschehen sein, die wir unter 
dem Mikroskop nicht gefunden hatten. Oder kénnen in den von uns als 
bakteroidfrei beurteilten Knéllchen winzige Bakteroidherde vorkommen, 
deren AusstoB wegen zu geringer Masse nicht gefunden werden kann‘ 

Jedenfalls sind die Bakteroide, wenn nicht die einzige, so doch eine 
auGerst infektionstiichtige Form des Endophyten. Die Kndllchen, die 
durch Bakteroidinfektion erregt wurden, konnten weder histologisch 
noch cytologisch von den Knollchen unterschieden werden, welche mittels 
Infektion durch Rhizothamnienbrei zustande gekommen waren. 

Es hat sich auch der Gewebebrei von Kndllchen, in denen keine Bak- 
teroide gefunden werden konnten, als infektids erwiesen. Mit der Kin- 
schriinkung durch die Méglichkeit des Vorkommens winziger Bakteroid- 
herde, die inmitten der Blaschentrauben in den Haupthyphen sitzen und 
yon den Hyphenknaueln verborgen werden, muB gesagt werden, dab 
auch Infektionen durch Hyphenbruchstiicke (oder Teile eines Blischen- 
inhaltes?, vgl. ScHAEDE 1933) vorkommen konnen. 

Anhand dieser Versuche kann also nicht gesagt werden, daB die Bak- 
teroide allein die Infektionsorgane des Endophyten sind. Weil aber im 
natiirlichen Gang der Dinge nur die Bakteroide befreit werden und als 
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Infektoren wirken kénnen, denn Kndéllchensuspensionen werden wohl 
selten in der Natur vorkommen, diirfen die Bakteroide als die regularen 
Infektoren des Endophyten angenommen werden. 


Besprechung und Zusammenfassung der Ergebnisse 


Der Endophyt Actinomyces alni Peklo der Erle Alnus glutinosa 
Gaertn. dringt durch die Wurzelhaare in den Wirt ein. Der erste 
Infektionsvorgang ist nicht zu finden, weil der Infektor zu klein und das 
Wurzelhaar fast optisch leer ist. Erst nach einigen Tagen ist eine un- 
gegliederte Hyphe in der Wurzelhaarzelle, die von einem vermehrten 
und sich zusammenballenden Wirtsplasma eingehiillt wird, aber durch 
differenzierte Farbung sichtbar gemacht werden kann. Diese ungegliederte 
Infektionshyphe wachst von Zelle zu Zelle in das Rindenparenchym der 
Wurzel hinein, wo sich der primar sichtbare Infektionseffekt wiederholt. 

Die plasmodiumahnliche Umhiillung der Infektionshyphe mittels Wirts- 
plasmas lést sich wieder auf, wenn die ungegliederte Infektionshyphe sich 
simultan in die gegliederte Haupthyphe verwandelt. Letztere hat keine 
plasmodiumihnliche Umhiillung und ist klar sichtbar. Inzwischen bilden 
sich als weiteres Stadium zahlreiche Seitenhyphen. Wann die Bildung der 
Seitenhyphen beginnt, ob schon an der ungegliederten Infektionshyphe 
oder erst an der gegliederten Haupthyphe und wo sie dort abzweigen, 
war nicht festzustellen. 

Die Enden der Seitenhyphen schwellen in der Nahe der Wirtszellwande 
zu Involutionsformen, zu den Blaschen an und bilden mit der Haupt- 
hyphe und dem Knauel der Seitenhyphen als inneres Geriist die Blaschen- 
traube. Der Endophyt braucht nicht aus einer infizierten Zelle des Wirtes 
mit einer Infektionshyphe weiter zu wachsen. Die Infektion kann mit 
dem Blaschenstadium ,,steckenbleiben*’. 

Die Blaschen werden vom Wirt ,,verdaut‘, es bleiben nur leere Hiillen 
als Reste zuriick. Das Verdauen geschieht ungehindert und fast restlos, 
wenn keine Bakteroide gebildet werden. Tritt aus unbekannten Griinden 
eine Bakteroidbildung ein, dann wird die Verdauung der Blaschen ge- 
hemmt. Zusitzliche N-Ernihrung des Wirtes erhéht das Wachstum und 
die Blaschenbildung des Endophyten und mindert die Bakteroidbildung. 

Die Bakteroide konnten nicht als Zerfalls- oder Entwicklungsprodukte 
der Blischen gefunden werden. Sie entstanden aus der Haupthyphe, die 
weiterhin wie Geldrollen lamellig unterteilt wird und stellenweise inter- 
calar und spindelformig zur vielfachen QuerschnittsgréBe der ehemaligen 
Haupthyphe anschwillt. Im weiteren Geschehen findet eine Zerkliftung 
der Lamellen in den Spindeln statt, so da® der Spindelinhalt in die Ge- 
bilde zerfallt, die Scuanpe (1933) Kurzstiibchen genannt hat. Die Kurz- 
stiibchen wachsen zu den etwas groBeren und runden Bakteroiden heran, 
die in eine quellbare Substanz eingebettet sind. Manchmal bildet eine 
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ehemalige Spindelhiille die Hille einer Bakteroidmasse. Meistens ver- 
einigen sich Bakteroidmassen — auch die mehrerer Wirtszellen — zu 
einem groBeren nichtumhiillten Bakteroidraum, wobei die Reste ver- 
dauter Blaschen ,,an die Wand gepreBt** werden. 

Die Bakteroide kénnen durch partielles Verrotten der Gewebe des 
Rhizothamniums und wahrscheinlich durch Verquellung der Stoffmasse, 
in die sie eingebettet sind, befreit werden und gelangen durch weiteres 
Verquellen dieser Masse in den Boden. 

Es konnte nachgewiesen werden, daB die Bakteroide als Entwicklungs- 
stadium des Endophyten besonders infektionstiichtige Formen des 
Actinomyces alni sind. In der Natur sind sie wahrscheinlich allein die 
Infektoren, die die Infektionskette schlieBen, was aber nicht mit letzter 
Sicherheit gesagt werden kann, weil im Laborversuch vielleicht auch 
Bruchstiicke der Hyphen die Infektion verursachen kénnen. 
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Siebeldingen iiber Landau, Pfalz) 


Untersuchung des biologischen Siitureabbaus im Wein 
Isolierung und Charakterisierung 
von Apfelsiure-abbauenden Bakterien 


Von 
FERDINAND RADLER 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 24. Februar 1958) 


Im Verlauf des sogenannten biologischen Saiureabbaus wird die im 
Traubenmost vorkommende Apfelsiure gew6hnlich im AnschluB an die 
alkoholische Garung zu Milchséure und Kohlensiure abgebaut. Durch 
den Ubergang der zweibasischen Apfelsiiure in die schwacher dissoziierte 
Milchsaure wird der Gesamtsiuregehalt des Weines vermindert und da- 
durch meist der Geschmack verbessert. Aus diesem Grunde hat der biolo- 
gische Siureabbau schon friihzeitig Beachtung gefunden und ist Gegen- 
stand einer Reihe von Ver6ffentlichungen geworden. Die enzymatischen 
Vorgainge beim biologischen Saéureabbau sind kiirzlich von JERCHEL u. 
Mitarb. (1956) eingehend untersucht worden; auf eine Moglichkeit der 
experimentellen Durchfiihrung des biologischen Saéureabbaus im 'Trau- 
benmost mit Lactobacillus arabinosus 17-5 hat RabDLER (1957) hinge- 
wiesen. Durch Auskristallisation von Weinstein tritt nach der Garung 
ebenfalls eine Saiureverminderung ein, die jedoch von dem biologischen 
Saureabbau vollig verschieden ist. 

Als erster hat Mtruer-THurGavu (1891) erkannt, daB Bakterien die Ursache des 
biologischen Saéureabbaus sind. Er hat besonders darauf hingewiesen (MULLER- 
TuHuRGAU 1896), daB die Hefen keinen nennenswerten Abbau der Siure im Wein 
verursachen, wie von Scuukow (1896) angenommen worden war. Saureabbauende 
Bakterien sind wahrscheinlich zuerst von A. Kocr (1898, 1900) isoliert worden. 
Weitere Isolierungen und nihere Untersuchungen wurden von SErrERT (1901, 1903) 
durchgefiihrt. Mitner-THurcav u. OstTeRWALDER (1913) haben dann in einer 
umfangreichen Arbeit die damaligen Kenntnisse iiber den biologischen Siureabbau 
zusammengefaBt, die isolierten Bakterien beschrieben und ein System und einen 
Bestimmungsschliissel dieser Bakterien aufgestellt. Die Arbeiten von MiLiEr- 
THURGAU sind zwar so umfassend, da die von ihm gepragten Bezeichnungen noch 
in den jiingsten Arbeiten iiber bakterielle Vorginge im Wein verwendet werden, 
(LUrnt 1957, Jercuen u. Mitarb. 1956, Peynaup 1956, Gomes u. Mitarb. 1953, 
SCHANDERL 1950, K. Rrppwn 1950, RENTSCHLER 1948), jedoch sind die Beschreibun- 
gen der Bakterien von MULLER-THURGAU U. OSTERWALDER (1913) nicht vollstaindig. 
Die von ihnen beschriebenen Bakterien des biologischen Siureabbaus im Wein sind 
daher nicht in die heute weitgehend angewandte Nomenklatur der Mikroorganismen, 


Untersuchung des biologischen Saureabbaus im Wein 65 


die in Brrcry’s Manual (Breup, Murray u. Hrrconens 1948) zusammengefaBt ist, 
als giiltige Arten aufgenommen worden. Hine Nachuntersuchung des wichtigsten 
Stammes der séureabbauenden Bakterien aus Wein, Bacteriwm gracile (MULLER- 
THURGAU), die von PEpERson durchgefiithrt wurde, hat ergeben, da es sich bei 
diesem Organismus wahrscheinlich um einen Vertreter der Gattung Leuconostoc 
handelt. In Anbetracht der taxonomischen Schwierigkeiten ist es in Veréffentlichun- 
gen iiber den biologischen Saiureabbau tiblich geworden, die aus Wein isolierten, 
sdureabbauenden Bakterien mehr oder weniger vorbehaltlos als Bacteriwm gracile 
zu bezeichnen, was natiirlich nicht im EKinklang mit der bakteriologischen Nomen- 
klatur steht. 

Von Brpan (1956) ist der dankenswerte Versuch gemacht worden, vier aus Wein 
isolierte, heterofermentative Milchsiurebakterien, ein Stabchen und 3 Kokken, die 
Apfelsiure zu decarboxylieren vermégen, in das System von Bercuy’s Manual ein- 
zaordnen. Danach steht das Stabchen Lactobacillus fermenti nahe, ein Coccus gleicht 
Leuconostoc citrovorum und zwei weitere Kokken werden als neue Species den 
Gattungen Leuconostoc und Pediococcus zugeordnet. JENSEN u. SEELEY (1954) 
stellten andererseits fest, daB Leuconostoc citrovorum 8OS1 zur Gattung Pediococcus 
gehort. Von Fornacuon (1957) sind 2 Stabchenbakterien, die den biologischen 
Saureabbau in australischen Weinen hervorrufen, isoliert und als Lactobacillus 
fermenti und Lactobacillus hilgardii bestimmt worden. Die zweite Art ist jedoch 
wegen ungeniigender Beschreibung bisher noch nicht in Brercry’s Manual auf- 
genommen worden. 


In der vorliegenden Arbeit wird tiber Erfahrungen und Methoden bei 
der Isolierung von siureabbauenden Bakterien aus Wein und von Reben- 
blattern berichtet. Es werden vier verschiedene Bakterienstamme be- 
schrieben, die aus Wein isoliert worden sind und die Apfelsiure unter 
anaeroben Bedingungen zu Milchsiéure und Kohlensdure abzubauen ver- 
moégen. Die Arbeit soll einen Beitrag zur Kenntnis der Bakterien des 
biologischen Saureabbaus liefern. Wiinschenswert ware es, wenn einmal 
an einer Stelle méglichst viele der bisher aus Wein isolierten Bakterien 
vergleichend untersucht werden kénnten. 

Die Darstellung der physiologischen Eigenschaften und Besonderheiten 
der hier beschriebenen Bakterien soll einer spiteren Verdffentlichung vor- 
behalten bleiben. 


Material und Methoden 


1. Nahrmedien. Tomatensaftlésung: ahnlich Kute u. Wurre (siehe Drrco 
Manual 1953); Tomatensaft 40%; Pepton 1%; peptonisierte Milch (Drrco) 1%; 
pu-Wert etwa 4,8. Tomatensaftagar: desgl. mit 1,1—1,5% Agar. Apfelsaftmedium 
zur Pritfung des Abbaues der Apfelsiure: Apfelsaft 50 ml; Hefewasser (200 g 
Backerhefe in 11 Wasser 1 Std gekocht) 10 ml; Pepton 0,5 g; peptonisierte Milch 
1,0 g; KH,PO, 0,1g; Agar 0,1 g; Leitungswasser 40 ml. Wiirzeagar: 1:1 verd. 
Brauereivorlaufwiirze, 1,5°4 Agar. Grundmedien zur Priifung der Vergirbarkeit 
yon Kohlenhydraten: a) Pepton 0,3 g; Beef Extract (DrEco) 0,2 g; Tryptose (Dirco) 
0,3 g; Hefeextrakt (Dirco) 0,3 g; Tween 80 0,05 ml; Natriumacetat 0,1 g¢; Vita- 
min B,» 0,2 ug; K,HPO, 0,2 g; MgSO,-7H,0 0,04 g; Spur FeSO,, MnSO,; H,0 
100 ml. b) Fiir Organismen, die auf Medium a) nur unsicher wuchsen, wurde kohlen- 
hydratfreie Tomatensaftlésung verwendet, die aus mit Hefe vergorenem Tomaten- 
saft und Hefeextrakt anstelle von peptonisierter Milch hergestellt wurde. 
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2. Isolierung der Bakterien. Die Isolierung der Keime erfolgte nach der 
PlattenguBmethode auf Tomatensaftagar, dessen py-Wert zum Teil auf etwa 6,5 
eingestellt wurde. Zur Unterdriickung des Wachstums von Hefen und Pilzen 
wurden bis zu 0,01 mg/ml Actidion oder 0,5—1,0 mg/ml Sorbinsaure zugesetzt. Zur 
besseren Erhaltung der Lebensfahigkeit der Keime wurden die Proben mit 0,1% 
Peptonlésung nach SrraKka (1957) verdiinnt. Zur Isolierung der Bakterien von 
Rebenblattern wurden Blattstiickchen etwa 30 sec im wassergekiihlten Homogeni- 
sator (Biihler) zerkleinert und die Suspension nach Verdiinnung zum GieSen von 
Agarplatten verwendet. 

3. Priifung der morphologischen und physiologischen Eigenschaften der isolierten 
Bakterien nach den iiblichen bakteriologischen Verfahren, sicehe HALLMANN (1953, 
1955). Priifung der Bakterien auf Gasbildung auf Tomatensaftagar nach Hay- 
WARD (1957). 

4. Photographische Aufnahmen mit Leitz Panphot, Olimmersion 100 n. ap. 
1,3 nach Farbung nach Gram. 

5. Der Vergleichsstamm Lactobacillus plantarum (= Lactobacillus arabinosus 
17-5) wurde mir freundlicherweise von Herrn Dr. F. Métier, Heidelberg, Max- 
Planck-Institut fiir med. Forschung, iiberlassen. 

6. Der qualitative Nachweis von Apfel-, Milch- und Weinsaure erfolgte durch 
papierchromatographische Trennung, aufsteigend in Butanol: Ameisensaure: 
Wasser = 100:20:9, Entwicklung mit Bromthymolblaulésung. 


Ergebnisse 

Zunachst war versucht worden, Apfelsiure-abbauende Bakterien aus 
frisch gekelterten, ungeklirten Traubenmosten auf Tomatensaft- oder 
Wiirzeagar, der anaerob und aerob bebriitet wurde, zu isolieren. Diese 
Nahrmedien wurden gewahlt, da sie zur Kultur fast aller Milchséure- 
bakterien geeignet sind und es sich bei den siureabbauenden Bakterien 
des Weines um Milchsiurebakterien handelt. ErwartungsgemaB ent- 
halten frische Moste eine groBe Menge Hefen und Pilzsporen, aber nur 
wenige, meist sporenbildende Bakterien. Die Priifung der Keime auf 
ihre Fihigkeit, Apfelsiure abzubauen, erfolgte durch Einsaat in Apfelsaft- 
medium, das im Anaerobentopf bei etwa 25° und etwa 30 mm Hg bebrii- 
tet wurde. Keime, die das Apfelsiure-decarboxylierende Enzym ,,malic 
enzyme“ (Ochoa, Mruier u. KorNBERG 1948) enthalten, bauen die im 
Apfelsaft vorkommende 1-Apfelsiiure vollstandig zu Milchsiure und CO, 
ab, was papierchromatographisch leicht nachgewiesen werden kann. Es 
gelang nicht, aus frischen Traubenmosten Bakterien zu isolieren, die unter 
anaeroben Bedingungen Apfelsaiure zu Milchsaure und CO, abzubauen ver- 
mogen. In frischen Traubenmosten ist offenbar der Gehalt an saure- 
abbauenden Bakterien so gering, daB sich die sicher vorhandenen Keime 
der Isolierung entziehen. Dagegen konnten nach der Garung aus noch nicht 
vollig geklarten Traubenmosten siiureabbauende Bakterien isoliert werden. 

RegelmaBige Probenahmen aus einem FaB ergaben, da8 die Apfelsiure 
abbauenden Bakterien nur wihrend eines Zeitraums von etwa 14 Tagen 
einige Wochen nach der Garung im Most in gréBerer Menge nachweisbar 
sind. Vorher und nachher ist ihre Zahl im Most oder Wein sehr gering. 
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Mikroskopisch ist die Entwicklung der Bakterien nur schlecht zu ver- 
folgen, da die Bakterien, die nie in sehr groBen Mengen vorkommen, in 
dem inhomogenen Traubensaft meistens nicht mit Sicherheit erkannt 
werden kénnen. 

Mit der beschriebenen Methode wurde aus Mosten von Vitis vinifera 
und Mosten von Samlingen aus interspezifischen Kreuzungen von Vitis 
eine groBere Zahl von Bakterienkolonien isoliert, die durch mehrfaches 
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Abb. 1. Aus Wein isolierte, 
Apfelsiiure-abbauende Bakte- 
rien. Geziichtet in Tomatensaft- 
losung bei 23° C, 4 Tage alt. 

Farbung nach Gram. 
VergroBerung 1800 x. 
a Vergleichsstamm Lactobaci- 
lus plantarum, ) Stamm 2 L, 
, e Stamm 12a, d Stamm /6a, 
e Stamm 456 


Uberimpfen einzelner Kolonien von Ausstrich- oder Verdiinnungsplatten 
mit groBer Sicherheit als Reinkulturen angesehen werden kénnen. Es 
zeigte sich, daB die isolierten Bakterienstéamme vier von einander 
unterscheidbaren Gruppen angehéren, von denen nur je ein Vertreter 
weiter untersucht wurde. Von den 4 Staémmen ist ein Stamm ein mittel- 
groBes Stabchenbakterium, die anderen 3 Stimme sind sehr kleine Kok- 
ken, bei denen jedoch — obwohl es sich um reine, homogene Kulturen 
handelt — sehr haufig lingliche Formen vorkommen (siehe Abb. 1). Die 
Bildung von langlichen Formen soll bei der Gattung Leuconostoc beson- 
ders in sauren Medien haufig zu beobachten sein (vgl. Bercry’s Manual, 
S. 346). 

Die morphologischen und physiologischen Merkmale der aus Wein 
isolierten Bakterienstiamme sind zur besseren Ubersicht in Tab. 1 
zusammengefaBt, wobei auBerdem zum Vergleich die Merkmale von 


Lactobacillus plantarum angegeben sind. Trotz grindlicher Untersuchung 
5* 


68 F. RADLER: 


Tabelle 1. Ubersicht iiber die Merkmale der aus Wein isolierten, 
Apfelstiure decarboxylierenden Bakterien ; 
EE EEE EE ee eee ee 
Lactobacillus | 


a | | a bs 
Stamm | plantarum | 2L | 12a lé6a 456 


Form ........... . . | Staibchen |Stébehen| Coccus, aber z. T. langlich 


GréBevetwa es 74. 8 oe ws een 0,7°-2u | 0,7°2 | 0,5—1 w | 0,5—1 «| 0,5—l1 pz 
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Beweplich koit i, ee Vitae ale rene — =— = 
Gramfarbung .. . igs oo | Sh ts = i 
Kolonien in Tomatensaftegar . . . | weiBlich desgl. desgl. desgl. desgl. 
Wachstum (Stichkultur) in: | 
Fleischextrakt-Pepton-Agar . 
Fleischextrakt-Pepton-Glucose- 
Agar . 
Synthet. Nahrlésung NES KosER. 
u. THOMAS (1955), veraindert 
Synthet. Néhrlésung nach 
BARTON- WRIGHT (1952) 
dieselbe + Folsiéure , 
Hefewasser-Saccharose- Toeane sweet 
Tomatensaftlosung 
,mikroaerophil® . A 
Gasbildung in Pocntonsar loan ‘ 
Bildung fliichtiger Saéuren . 
Katalase- sf geete am ost sake oe — 
Indolbildung . . an a ae ae — 
Nitritbildung aus Nitr at en ree 2 — 
Temperaturoptimum .... .. . | etwa 30° | etwa 30°| 20—25° | 20—25° | 20—25° 
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Coagulation. ....... + + — = ao 
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Saurebildung aus: 


Glucose 

Fructose 

Galaktose . 

Arabinose 

Xylose . 

Rhamnose 

Glycerin 

Sorbit 

Mannit . 

Tnosit 

Maltose 

Saccharose 

Lactose 

Raffinose . 

Inulin 

Starke A 
Abbau von: Apfelsiiure . 

Citronensiiure 
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Aus Glucose gebildete Milchsiture . | inaktiv inaktiv n.b. nm. be 1a Oe 


+ = Wachstum bzw. positive Reaktion; (+) = sehwaches Wachstum bzw. uneinheit- 
liche Reaktion; — = kein Wachstum bzw. keine Reaktion. 
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ist die eindeutige Zuordnung der isolierten Bakterien zu bekannten, in 
Brercry’s Manual beschriebenen Arten nicht mit Sicherheit méglich. 
Dies beruht einmal darauf, daB die Systematik der Milchséurebakterien 
schwierig und bis heute noch nicht abgeschlossen ist. AuBerdem sind 
gerade die Bakterien aus Wein in neuerer Zeit nicht mehr zusammen- 
fassend bearbeitet worden. Da auBer den hier beschriebenen Bakterien 
noch andere Arten im Wein vorkommen und den biologischen Saure- 
abbau durchfiihren kénnen (Brpan 1956, FoRNACHON 1957), wurde 
davon abgesehen, die isolierten Bakterienstamme als neue Varietaten 
oder gegebenenfalls sogar Arten zu benennen, um einer spiter vielleicht 
einmal méglichen Gesamtbearbeitung der Weinbakterien nicht vorzu- 
greifen. 

Stamm 2 L ist als homofermentatives Milchséurebakterium mit 
niedrigem Temperaturoptimum den Arten Lactobacillus plantarum und 
L. casei nahe verwandt. Die Bildung von inaktiver Milchséure, die 
durch Fallung mit Zinkcarbonat aus dem Atherextrakt isoliert wurde, 
spricht fiir eine Zuordnung zu Lactobacillus plantarum. Stamm 2 L unter- 
scheidet sich von L: plantarum in der Fahigkeit, Raffinose zu vergaren 
und im Bedarf an Folsaure, einem nur fir L. casei essentiellen Wuchs- 
stoff. 

Die Stamme 12a, 16a und 456 sind heterofermentative Milchsaure- 
bakterien, wie ihre Gasbildung auf kohlenhydrathaltiger Tomatensaft- 
lésung erkennen 1a8t. Die Gasbildung ist jedoch nur recht gering und 
kann mit der wblichen Durham-Methode kaum sicher nachgewiesen 
werden, gelingt aber leicht nach der Methode von Haywarp (1957) 
durch Uberschichten der Tomatensaftlosung mit 3°%, Agar. Die Gas- 
bildung ist ein sehr wesentliches, systematisches Merkmal, das die homo- 
fermentativen Streptococcaceae von den Gas bildenden, heterofermenta- 
tiven Leuconostocaceae unterscheidet. Da die Gasbildung der unter- 
suchten Stamme infolge der schlechten Kultivierbarkeit nur in Tomaten- 
saft nachgewiesen werden konnte, ist natiirlich eine Fehlerméglichkeit 
gegeben. Tomatensaft enthalt Citronenséure, die von den Bakterien- 
stammen 12a, 16a und 45b abgebaut werden kann (siehe Tab.1). Falls 
dadurch eine heterofermentative Gasbildung nur vorgetauscht wiirde, 
waren die Stimme Streptococcaceae. Wiabhrend sich der Stamm 2D auf 
den verschiedensten Medien leicht ziichten laBt (siehe Tab. 1), bereitet 
die Kultur der drei heterofermentativen Organismen. Schwierigkeiten. 
Zwar ist auch bei diesen Stimmen die Kultur in einem chemisch defi- 
nierten Medium gelungen, worauf in einer spiteren Arbeit naher ein- 
gegangen werden soll, aber es sind stets gréBere Hinsaatmengen erforder- 
lich, und das Wachstum erfolgt gewohnlich erst nach einigen Tagen. Als 
bestes Medium zur Ziichtung der heterofermentativen Stamme hat sich 
Tomatensaftlésung und -agar erwiesen, jedoch kommt es auch bei diesem 
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komplexen Medium haufig vor, da8 das Wachstum bei geringer Hinsaat 
ausbleibt oder erst nach etwa einer Woche erfolgt. 

Hine eindeutige Zuordnung der Stémme 12a, 16a, 45b zu Arten, die 
in Brerany’s Manual! beschrieben sind, ist schwierig, wahrscheinlich 
weil die dort angefiihrte Liste zu unvollstindig ist. Falls man die oben 
angefiihrten Kinwinde gegen die Zuordnung der Stémme 12a, /6a und 
45b zur Gattung Leuconostoc nicht beriicksichtigt, dann weisen diese 
Stimme wegen ihrer Fahigkeit, Citronensiiure abzubauen, der mangeln- 
den Fahigkeit, Saccharose zu vergiren und Schleim zu bilden, die groBte 
Ahnlichkeit mit der Species Leuconostoc citrovorum auf, ohne jedoch mit 
ihr identisch zu sein. Ein Unterschied besteht vor allem darin, daB die 
aus Wein isolierten Stémme Galaktose und Lactose nicht vergaren 
konnen. Poly- oder Oligosaccharide werden von den aus Wein isolierten 
Bakterien tiberhaupt nicht vergoren. Im Wein kommen fast ausschlieB- 
lich Glucose und Fructose vor; da die siureabbauenden Bakterien sicher 
nicht nur im Wein vorkommen, ist es jedoch fraglich, ob man ihr Unver- 
mogen, Oligosaccharide zu vergiren, als Anpassung an das Substrat auf- 
fassen kann. Wenn auch alle drei aus Wein isolierten Bakterienstamme 
in mancher Hinsicht Leuconostoc citrovorum ahneln, so sind die drei 
Stémme unter sich verschieden. Stamm 456 unterscheidet sich morpho- 
logisch durch ausgeprigte Kettenbildung (siehe Abb. le) von den 
anderen Stimmen, auBerdem stellt dieser Stamm besondere Anspriiche 
an das Nahrmedium. Stamm /6a unterscheidet sich von Stamm 12a 
durch die Fahigkeit, Xylose zu vergiiren. — Keiner der drei hier beschrie- 
benen Staémme ist mit einem der von Brpan (1956) aus Wein isolierten 
siureabbauenden Bakterien identisch. Es darf also als sicher angesehen 
werden, dafi der ,,biologische Saureabbau‘ im Wein von einer gréBeren 
Zahl mehr oder weniger verschiedener Bakterien durchgefiihrt wird. 
Wenn auch Schwierigkeiten bestehen, die aus Wein isolierten saure- 
abbauenden Bakterien bereits beschriebenen Arten zuzuordnen, so 
ahneln diese Bakterien bekannten Arten so sehr, da®B es nicht erforderlich 
zu sein scheint, die Bakterien des Weines von denen anderer Fermen- 
tationsvorginge streng zu unterscheiden. 

Es kann kein Zweifel daran bestehen, daB die Apfelsiure-abbauenden 
Bakterien ebenso wie die Weinhefen als Aufwuchsflora oder infolge von 
Verunreinigung mit Erde auf den Trauben vorkommen und beim Kel- 
tern in den Most gelangen. Wenn siureabbauende Bakterien auf den 


‘ Wahrend der Korrektur konnte ich noch die neu erschienene 7. Auflage von 
Burary’s Manual of determinative bacteriology (R.S8. Breep, E. G. D. Murray 
u. N. R, Smrru, Baltimore 1957) einsehen. Auch darin sind Bakterienarten, die 
den hier beschriebenen entsprechen, nicht enthalten. Die Stamme 12a, 16a und 
45b kénnen daher nur der Gattung Leuconostoc (oder evtl. der sehr nahe ver- 
wandten Gattung Pediococcus) zugeordnet werden. 
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Trauben vorkommen, dann ist zu erwarten, daB diese Bakterien eben- 
falls auf den Rebenblattern zu finden sind. Nachdem Vorversuche 
ergeben hatten, da die Bakterien von den Rebenblattern durch Abspii- 
len mit Wasser nur zu einem geringen Teil suspendiert werden konnen, 
wurden bei den weiteren Versuchen die Blattstiickchen etwa 30 sec homo- 
genisiert, wodurch Bakterien nicht nennenswert geschadigt werden 
(RaDLER u. RrppE- Barbus 1956). Auf diese Weise wurden von Blattern 
verschiedener Rebensorten im September-Oktober 1956 Bakterien iso- 
liert. Von den Bakterienkolonien wurden willkiirlich einige ausgewahlt 
und auf ihre Fahigkeit, Apfelsiure abzubauen, im anaerob bebriiteten 
Apfelsaftmedium gepriift. 


Tabelle 2. Bakterien von Rebenbliittern mit der Fihigkeit, A pfelsiure anaerob abzubauen 


qeae Morio- Peps: Ave : B.S. 
Rebensorte Sylvaner Muskat 4-201-39 Sbl. 2-19-58 4-195-39 

a ee en aa 
Zahl der isolierten | 

BAC LICMM seuy..reatered hw 10 11 14 11 4 

| 

Keime mit der Fahigkeit, 

Apfelsiure abzubauen 3 3 11 10 2 


Wie Tab.2 zeigt, hatte von den isolierten Bakterien etwa die Halfte 
die Fahigkeit, Apfelsiure anaerob abzubauen. Die von den Rebenblattern 
isolierten Keime wurden nicht naiher untersucht. Es handelte sich dabei 
hauptsichlich um stabchenformige Bakterien und einige Kokken. Die 
Zahl der Keime auf den Rebenblattern kann gelegentlich sehr hoch sein. 
In einem Versuch wurden mehrere Millionen Keime je Quadratzentimeter 
Blattflache gefunden, jedoch ist das nicht die Regel. Wie zu erwarten, 
werden bei der Isolierung von Bakterien von Rebenblattern auBerordent- 
lich unterschiedliche Ergebnisse gefunden. Mitunter kann es vorkommen, 
daB nur eine verschwindend geringe Anzahl von Apfelsaure-abbauenden 
Bakterien von den Rebenblattern isoliert werden konnen. 


Zusammenfassung 

Aus Traubenmosten konnten wabrend eines Zeitraumes von etwa 
14 Tagen einige Wochen nach Beendigung der Garung Bakterien isoliert 
werden, die den enzymatischen Abbau der Apfelséure zu Milchsiure und 
Kohlensaiure durchzufiihren vermégen. Es handelt sich bei diesen 
Bakterien um stabchenformige, homofermentative und kokkenformige, 
heterofermentative Milchsiurebakterien, die wahrscheinlich den bekann- 
ten Arten Lactobacillus plantarum und Leuconostoc citrovorum nahe 
stehen, aber nicht mit ihnen identisch sind. Vier verschiedene, aus Most 
isolierte Bakterienstamme werden beschrieben aber nicht neu benannt, 
um einer evtl. spiteren, umfassenden Bearbeitung der im Wein vor- 
kommenden Bakterien nicht vorzugreifen. 


72 F. Rapier: Untersuchung des biologischen Siureabbaus im Wein 


An Rebenblattern kommen Bakterien vor, die unter anaeroben 
Bedingungen Apfelsiiure abzubauen vermogen, so daB angenommen 
werden kann, daf die Bakterien ebenso wie die Hefen als Aufwuchsflora 
der Weintrauben in den Most gelangen. 


Herrn Prof. Dr. B. Husretp bin ich fiir die Férderung meiner Arbeiten zu Dank 
verpflichtet. 
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Zur Frage einer Beteiligung von Indolylessigsaure 
beim Wachstum und beim Phototropismus 
von Phyecomyces 


Von 
WOLFGANG MAASS 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 10. Dezember 1957) 


Die physiologische Bedeutung des schon lange bekannten Vorkom- 
mens von Indolylessigsiure (IES) bei Pilzen ist noch umstritten. Die 
TES ist bereits fiir eine Reihe von Prozessen bei Pilzen als wirksam er- 
kannt worden, wie die Zusammenstellung in Tab.1 zeigt. Andererseits 


Tabelle 1. Pilze, bet denen ein giinstiger HinfluB der IES auf verschiedene Prozesse 
festgestellt wurde 


Species 


geforderter ProzeB 


wirksame Konzentration 
in g/em*® 


Autoren 


De Saar aan 


Allomyces 
javanicus 


Saccharomyces 
cerevisiae 


Neurospora 
tetrasperma 


Pyronema 
confluens 


Agaricus 
hortensis 


Polyporus 
-- Marasmius 


Cladosporwum 
herbarum 


Phosphatase- 
aktivitét und 
Zygotenkeimung 

Glykogenabbau 
und Atmung 


Mycelwachstum 


Mycelwachstum, 
Fruchtkérperbild. 
u. Sporenkeimung 


Wachstum des 
aeroben flottieren- 
den Mycels 


Laccasebildung 


Wachstum auf 
Pectinsubstrat 


10>—10-* 


10>—10-° 


LORS 


2? 


10-4—5. - 10-2 


2-10-49 - 10-8 


TuRIAN (1956) 


ANKER (1949) 
NysTerakis (1954) 


Kert (1937) 


Fraser (1953) 


FAHRABUS u. TUL- 
LANDER (1956) 
Wayaoop, Mosir 
u. Kaproa (1954), 
zit. bei GENTILE u. 
KLEIN 


wurde die Rolle der IES als Streckungswuchsstoff bei Pilzen bezweifelt, 
weil sie das Mycelwachstum der meisten Pilze einschlieBlich Phycomyces 
(Pont u. RorHEr 1953, RICHARDS 1949) fast ausschlieBlich hemmt. Da 
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zudem die lichtempfindlichen Sporangientrager iberhaupt nicht auf LES 
reagierten, wurde diesem Stoff auch eine Beteiligung am Phototropismus 
abgesprochen (BANBURY 1952), nicht zuletzt wegen der scheinbaren Un- 
vereinbarkeit der positiven Lichtwachstumsreaktion mit einer photo- 
chemischen Inaktivierung (s. bes. GALSTON 1950). 

Nun haben aber GrnvTre u. KLErn (1955) mit kombinierter Antiauxin- 
und Tryptophanfiitterung zeigen kénnen, daB Mycelien wie die von 
Diplodia durch experimentell gebotene IES gehemmt werden, weil sie 
offenbar selber schon fiir das Wachstum optimale Konzentrationen ent- 
halten. Wenn entsprechend angenommen wird, daf in den Sporangien- 
triigern ein tiberoptimaler Wuchsstoffspiegel vorliegt, dann lassen sich 
damit sowohl die negativen Ergebnisse von Banpury als auch das 
Vorhandensein einer positiven Lichtwachstumsreaktion vereinbaren 
(s. BRAUNER 1954). 

Fiir die Inaktivierung von IES kommt nach den Untersuchungen von 
GALSTON in vitro (1949) eine Strahlungsabsorption im Riboflavin in 
Betracht; mit einem solchen System harmoniert einmal die spektrale 
Wirkungskurve der phototropischen Empfindlichkeit (BUNNING 1938) 
und zum anderen die von SCHOPFER u. GROB (1950) sowie von REINERT 
(1952) beobachtete Tatsache, daB auf Lactat-Substrat angeblich carotin- 
frei gezogene Sporangientrager phototropisch sogar empfindlicher 
reagieren k6nnen als carotinhaltige. 

So blieb die aus Analogiegriinden von BUNNING, BRAUNER u. REINERT 
erdérterte Méglichkeit eines den Lichtkriimmungen zugrundeliegenden 
tiberoptimalen TES-Spiegels nachzuprifen. Zur Losung dieser Aufgabe 
boten sich zwei Wege an: Eine Untersuchung der Lichtwachstums- 
reaktionen und Antiauxinversuche. 


Versuchsmaterial und Methodik 


Die Hauptversuche wurden mit NirrHammMers (—)-Stamm von Phycomyces 
blakesleeanus angestellt, der sich durch besonders kraftiges Wachstum, durch seine 
Fahigkeit, auch unter vélligem LichtabschluB reichlich Sporangien zu bilden, und 
durch geringere Bereitschaft der jungen Trager zum Nutieren auszeichnet. 

Als Substrat zur Gewinnung gutwachsender Sporangientrager diente feuchtes 
Weibbrot, dem nach dem Zerkleinern und Trocknen etwa das 3fache Volumen an 
dest. Wasser hinzugefiigt war. Gelegentlich wurde auch ein mit 5%, Bierwiirzelésung 
zubereiteter 2%, iger Agarniihrboden verwendet. Kleine runde Glischen von 1,8cem 
Durchmesser und 3 cm Hohe, die bis zum Rande mit sterilisiertem Brot gefullt 
und mit Sporangienmasse beimpft wurden, kamen in Zylindergliser mit weit iiber- 
greifendem Deckel, so daB eine Fremdinfektion wihrend der Mycelbildung weit- 
gehend ausgeschaltet war. Eine Anzucht auf fliissigem oder steifem Schopfer- 
Nahrboden bewahrte sich weniger, weil auf ihm in den Wintermonaten ein auf- 
fallend schlechteres Wachstum stattfand (in der Konkurrenz waren dann Penicil- 
liwm-Arten iiberlegen). 

Als V ersuslistagen diente ein Dunkelraum im Keller des Instituts. Da sowohl 
Temperatur (20° C + 0,1) als auch relative Luftfeuchtigkeit (55% +. 5) wihrend 


OO NS CR i a 


Beteiligung von Indolylessigsiure beim Wachstum von Phycomyces 75 


der Versuchszeiten erfreulich konstant blieben, konnte auf den Bau eines speziellen 
Versuchsthermostaten verzichtet werden. Fiir die Versuche wurden nur die kraftig- 
sten geradwiichsigen Sporangientrager nach dem ersten und zweiten Schnitt ver- 
wendet. Einige Stunden vor Versuchsbeginn wurde die Kultur aus dem Zylinder- 
elas herausgenommen und am Versuchsort aufgestellt. 

Die Sporangientrager wurden zur Erzielung einer Lichtwachstumsreaktion von 
oben aus einem Lichtkasten beleuchtet, der durch einen photographischen Ver- 
schlu8 kurzfristig gedffnet werden konnte und eine Osram 6 Volt-5 Ampére-Birne 
vom Typ 8100 HD2 enthielt. Das Licht lie8 sich durch den auBerhalb des Raumes 
befindlichen Widerstand einer Potentiometerschaltung beliebig drosseln. Um eine 
allmahliche Erwarmung des Versuchsraumes durch die Lampe zu verhindern, 
wurde diese erst 15 sec vor der eigentlichen Belichtung (i. R. '/,) sec) eingeschaltet 
und sofort nach Gebrauch wieder ausgeschaltet. Das Versuchslicht ebenso wie das 
fir die Wachstumsmessungen erforderliche rote Beobachtungslicht (Schottfilter 
RG2) fiel zur Abschirmung von Warmestrahlen durch wassergefiillte Kiivetten. 
Die Versuchskultur stand in einem nach oben hin offenen parallelwandigen Glas- 
gehiuse auf dem Objekttisch eines horizontal gekippten Mikroskopes, der ein 
erschiitterungsfreies Verstellen in vertikaler Richtung erlaubte. Vor dem Beob- 
achter befanden sich isolierende Schichten aus Filterpapierbégen und Stoff, die 
nur den Tubus freigaben. Der aufeinanderfolgende Zuwachs des Sporangientragers 
um je eine Skaleneinheit (= 12,5) wurde mit zwei Sekundenuhren abgestoppt 
und die gefundenen Werte wurden auf Millimeterpapier iibertragen. 

Orientierende phototropische Versuche und Halbseitenbeleuchtung wurden mit 
einer Phywe-Niedervoltlampe 6 Volt, 5 Ampére, ausgefiihrt, die zur Erzeugung 
yon parallelen Lichtbiindeln geeignet ist. Zur Messung der Kriimmungen diente 
ein Okularmikrometer mit Winkeleinteilung. 

Die Paste fiir Wuchsstoffversuche an Sporangientrigern wurde nach der Be- 
schreibung von Banpury mit Reinsubstanzen hergestellt: 3 Teile Aqua bidest., 
6 Teile Wollfett DAB reinst und 1 Teil Paraffinum liquidum pro injectione. Zur 
Fiihrung von Glasnadeln, an deren ausgezogener Spitze ein feiner Sporn aus Paste 
haftete, diente zwar nur die aufgestiitzte Hand, doch wurden nur diejenigen Spor- 
angientrager ausgewertet, die erschiitterungsfrei geblieben waren. 

Der Einflu8 von IES und von p-Chlorphenoxyisobutterséure auf das Mycel- 
wachstum wurde aus der Trockengewichtsbestimmung von Flissigkeitskulturen 
ermittelt. 100 cm®Erlenmeyer-Weithalskélbchen wurden mit je 25 cm® einer 5% igen 
Bierwiirzlésung beschickt, mit je rund 50 Sporen aus einer genau eingestellten 
Suspension beimpft und bei 20° C 4 Tage lang im Dunkeln aufbewahrt. AnschlieBend 
~ kamen die Kolbchen in einen Hisschrank, aus dem sie nacheinander zum Filtrieren 
entnommen wurden. Die Sicherung der Differenzen erfolgte meBreihenstatistisch 
nach Parau (1943). 

Es wurden nur frisch bereitete Wuchsstoffpasten und héchstens 3 Tage alte, 
im Eisschrank aufbewahrte Wuchsstofflésungen verwendet. Die B-Indolylessig- 
siiure stammte von der Fa. Merck, eine Probe von p-Chlorphenoxyisobuttersaure 
verdanke ich der freundlichen Vermittlung von Herrn Prof. Bursrrom/Lund. 


Die Versuche und ihre Ergebnisse 
T. Lichtwachstumsreaktionen und Phototropismus 
Wenn es zutreffen sollte, da8 Organe mit positiver Lichtwachstums- 
reaktion einen iiberoptimalen Wuchsstoffgehalt besitzen, dann ist mit 
der Méglichkeit zu rechnen, da sich dieser erst im Verlaufe des Wachs- 
tums oder unter bestimmten Bedingungen eingestellt hat. Wenigstens 
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bei den héheren Pflanzen sind ja eine Reihe von lichtphysiologischen 
Umstimmungen beschrieben worden, denen Veraénderungen im Auxin- 
gehalt parallel gehen. Nun ist bei Phycomyces eine Umstimmung von 
Lichtreaktionen nicht bekannt; aber nicht alle Entwicklungsstadien 
dieses Pilzes sind lichtempfindlich, und es kénnten darum sehr wohl die 
auskeimenden Sporen relativ arm an Wuchsstoff sein, vielleicht auch 
dasjenige Stadium der Sporangientrigerentwicklung, in welchem die 
Sporen gebildet werden und das Lingenwachstum voritbergehend ruht. 
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Abb. 1. Beispiel fiir die positive Lichtwachstumsreaktion eines jungen Tragers von Phycomyces vor 

Bildung des Sporangiums. Abszisse: Trigerlinge in mm. Ordinate: Die Zeitdauer (¢) in Sekunden, 

die fiir die aufeinanderfolgende Verlingerung um je 1 Skalenteil (SkT = 1/80 mm) abgestoppt wurde, 

und die daraus berechnete Wachstumsgeschwindigkeit (v) in «/sec. Der gebrochene Kurventeil stellt 

das Wachstum dar, wie es ohne Belichtung weitergelaufen wire. Doppelpfeil: Belichtung mit 
80 Lux WeiBlicht 3/20 sec; Latenzzeit 315 sec 


Ks galt daher zunachst zu priifen, ob dementsprechend eine Veranderung 
der Lichtwachstumsreaktion kurz vor und kurz nach der Sporangium- 
bildung festzustellen ist. Dies muB fiir die Wachstumsperiode vor Beginn 
der Sporangiumbildung, wenn die Traghyphen mit apikaler Streckungs- 
zone wachsen, verneint werden. Solange bei den jungen Tragern tiber- 
haupt noch eine Lichtwachstumsreaktion méglich ist (bis zum Beginn 
der Differenzierungsvorgiinge in der Spitze), ist sie positiv, d.h. es findet 
eine voriibergehende Erhéhung der Wachstumsgeschwindigkeit statt 
(Abb. 1). Soweit besteht Ubereinstimmung mit den bisherigen, wenn 
auch indirekten Beobachtungen (BANBURY 1952, BupER 1920). Anders 
verhalt es sich nun aber, wenn wir Sporangientrager unmittelbar nach 
Beginn des interkalaren Wachstums untersuchen. Es gelang dann naim- 
lich, wie im folgenden zu sehen ist, der Nachweis einer negativen Licht- 
wachstumsreaktion bis spétestens 80min nach Wiederaufnahme des 
Wachstums. Nach Erreichen der stationdéren Phase war die Lichtwachs- 
tumsreaktion wieder nur positiv. Unserer Fragestellung wegen war es 
selbstverstandlich geboten, fiir die Belichtung der Sporangientriiger eine 
méglichst geringe Lichtmenge zu wiihlen, um zu vermeiden, daB ge- 
gebenenfalls ein iiberoptimaler Spiegel so weit gesenkt wurde, da® eine 
Wachstumshemmung entsteht. 


Kine solche Situation kénnte z. B. im Falle von Unenna u. Moravek (1922) 
vorgelegen haben, welche an den Endzellen von Basidiobolus ranarum an Stelle 
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einer positiven eine negative Lichtwachstumsreaktion erhielten, wenn die Be- 
leuchtungsstiirke geniigend hoch war. 

Es ist verstandlich, daB bisher nur die positive Lichtwachstums- 
reaktion bei Phycomyces aufgefallen war; denn zur einwandfreien Be- 
stimmung der Kardinalwerte mufte man von Exemplaren mit gleich- 
bleibender Wachstumsgeschwindigkeit ausgehen. AuBerdem erwiesen 
sich fir den Ausfall der Versuche die Lichtverhaltnisse wihrend der Vor- 
kulturen als bedeutsam. Die ersten Versuche waren mit einem Material 
angestellt worden, dessen Vorkulturen iiber +/, Jahr im Dunkeln auf- 
bewahrt und in wochentlichen Abstaénden nur jeweils fiir 10 min zur 
Uberimpfung ans Licht geholt wurden. 15 Einzelbestimmungen an dieser 
,,Dunkelmodifikation ergaben noch ganz regelmabig eine negative 
Lichtwachstumsreaktion, d.h. eine voriibergehende Verzdgerung der 
Wachstumsgeschwindigkeit, wenn die Belichtung ungefahr 1 Std nach 
Beginn des Wachstums vorgenommen wurde (Abb. 2). In zwei Fallen 
wurde eine Ubergangsreaktion beobachtet, die weder eindeutig eine 
negative noch eine positive Lichtwachstumsreaktion darstellt, sich aber 
als ein mehrmaliges kurzes Schwanken des auf die Belichtung folgenden 
Zuwachses bemerkbar macht (s. Abb. 2¢). 

Bei einer Nachpriifung nach 2—3monatigem Aufenthalt der Sub- 
kulturen im Dauerlicht einer Klimakammer (20—22° C, 1000 Lux) war 
die negative Lichtwachstumsreaktion nicht mehr ohne weiteres nach- 
zuweisen. Vielmehr waren die Lichtwachstumsreaktionen positiv, wenn 
die Belichtung gegen Ende der zweiten halben Stunde des interkalaren 
Wachstums erfolgte (Abb. 3). 

Auch Stammkulturen, die einem natiirlichen Beleuchtungswechsel ausgesetzt 
sind, besitzen ganz allgemein eine geringe Bereitschaft zur negativen Lichtwachs- 
tumsreaktion. Nur bei geniigend frither Belichtung konnte eine solche gelegentlich 
beobachtet werden. Wahrend der ersten 1/, Std ist infolge starker Zuwachsschwan- 
kungen itberhaupt keine sichere Beurteilung von Belichtungserfolgen méglich. 
Weiterhin fiihren die jungen Trager nicht selten Schlangelbewegungen aus, so daf 
die Triigerenden nach Bildung des Sporangiums zumeist noch seitlich geneigt sind 
(s. 8. 86). 

Die erneute Uberfiihrung einer Abimpfung von der Stammkultur in 
Dunkelheit hatte zur Folge, da nach 3—4 Wochen bzw. nach der 3. bis 
4. Uberimpfung — nicht schon nach der 1. und 2. — typische negative 
Lichtwachstumsreaktionen gewonnen werden konnten. Sie dominierten 
vollends nach der 5. und 6. Uberimpfung bzw. nach 5 Wochen. 

Die an Kulturen der ,,Lichtmodifikationen‘’ wahrend der ungleich- 
férmigen Beschleunigung des Wachstums erhaltenen positiven Licht- 
wachstumsreaktionen haben einen derart charakteristischen Verlauf, daB 
sie eine geeignete Gegenkontrolle zur negativen Lichtwachstumsreaktion 
abgeben. Eine gute Ubereinstimmung zeigen die Latenzzeiten mit einem 
Durchschnittswert von knapp 6,5 min sowohl fiir die negative als auch 
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fiir die positive Lichtwachstumsreaktion waihrend der entsprechenden 


vee 


Wachstumsphase und bei Zweitbelichtung. Dieser relative hohe Wert | 


diirfte der Kiirze und Schwache der Belichtung entsprechen (vgl. CASTLE 
1930). Die wie iiblich groBe Strewung der Einzelwerte konnte auch mit 
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darauf beruhen, daB die Wachstumszone bei der gewihlten Beleuchtungs- 
art nur diffuses, je nach GréBe des beschattenden Sporangiums und den 


Schwankungen der Netzspannung unterschiedlich helles Licht erhielt. — 


Der dadurch bedingte Fehler war jedoch fiir die Fragestellung belanglos, 


da es nur auf den Nachweis qualitativ verschiedener Lichtwachstums- _ 


reaktionen ankam. 


Kine Gegenreaktion, also eine auf die Hemmung folgende positive Welle, scheint 
bei der negativen Lichtwachstumsreaktion nur schwach oder gar nicht ausgebildet 


zu sein, wahrend sich an die Férderung bei der positiven Lichtwachstumsreaktion 
stets eine negative Welle anschlieBt. 
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Sehr bemerkenswert ist ein Vergleich des Ausmabes der Lichtwachs- 
tumsreaktionen wahrend verschiedener Entwicklungsstadien. Bei Tra- 
gern mit Sporangium besteht im Maximum der positiven Lichtwachs- 
tumsreaktion eine Wachstumsforderung von durchschnittlich 80°, im 
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Abb. 2. Lichtwachstumsreaktionen der Sporangientriger von Phycomyces nach Beginn des inter- 
kalaren Wachstums, nachdem die Vorkulturen */. Jahr (resp. bei d 5 Wochen) unter LichtabschluB 
gehalten wurden. Abszisse: Liingenzuwachs in mm im Anschlu8 an die Sporangienbildung. Ordi- 
nate: Die Zeitdauer (f) in sec, die fiir die aufeinanderfolgende Verliingerung um je 1 Skalenteil 
(SkT = 1/80 mm) abgestoppt wurde, und die daraus berechnete Wachstumsgeschwindigkeit (v) 
in n/sec. Doppelpfeile: Kurze Belichtung (/o9 sec) mit 400 Lux WeiBlicht (resp. bei ¢ und d 200 Lux). 
Kurvensenkung: negative, Kurvenhebung: positive Lichtwachstumsreaktion. Die gebrochenen 
Kurventeile stellen das Wachstum dar, wie es auf Grund von Kontrollversuchen ohne Belichtung 
ungefihr weitergelaufen wire. Die Zeit in Minuten zwischen Wachstumsbeginn und der ersten Belich- 
tung sowie Latenzzeiten der Lichtwachstumsreaktionen in Sekunden fiir die hier angegebenen Hin- 
zelbeispiele betragen: a 66 min, 610 sec + 320 sec; b 50 min, 275 sec + 450 sec; ¢ 55 min, 355 sec 
(Ubergangsreaktion) + 610 sec; d 54 min, 385 sec + 250 sec 


Maximum der negativen Lichtwachstumsreaktion eine Wachstums- 
hemmung von schatzungsweise mindestens 50%. Die Lichtwachstums- 


reaktion der jungen Trager ist dagegen erheblich geringer. Hine ent- 
sprechend dosierte Belichtung der jungen Trager bewirkte naémlich eine 
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nur etwa 20%ige voriibergehende Erhéhung des Wachstums. Dieser 
Unterschied ist um so auffallender, als die wachsende Spitze der jungen 
Triiger den von oben einfallenden Lichtstrahlen direkt ausgesetzt war, 
wihrend die interkalare Wachstumszone nur diffuses Licht erhielt. Nun 
ist das Plasma in der apikalen Wachstumszone der jungen Trager im 
Gegensatz zu demjenigen in der interkalaren Wachstumszone der Trager 
mit Sporangium deutlich gelblich gefirbt. Da die gelbe Farbung der 
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Abb. 3. Positive Lichtwachstumsreaktion der Sporangientriiger von Phycomyces nach Beginn des 
interkalaren Wachstums, wenn die Vorkulturen nicht oder nur 1—3 Wochen lang unter Licht- 
abschluB standen. Abszisse: Liingenzuwachs in Millimetern im AnschluB an die Sporangienbildung. 
Ordinate: Die Zeitdauer (¢)in Sekunden, die fiir die aufeinanderfolgende Verlangerung um je1 Skalen- 
teil (SkT = 1/80 mm) abgestoppt wurde, und die daraus berechnete Wachstumsgeschwindigkeit (v) 
in /sec. Doppelpfeil: Kurze Belichtung (°/s9 sec) mit 80 Lux WeiBlicht. Die gebrochenen Kurven- 
teile stellen das Wachstum dar, wie es auf Grund von Kontrollversuchen ohne Belichtung ungefiahr 
weitergelaufen wiire. Die Zeit in Minuten zwischen Wachstumsbeginn und der Belichtung sowie die 
Latenzzeit in Sekunden fiir die hier gegebenen Beispiele betraigt: a) 51 min, 390 sec; b) 61 min, 245 sec 


jungen Trager auf dem Gehalt an Carotin beruht und von den Carotin- 
oiden eine Schutzwirkung auf die durch Absorption im Riboflavin ein- 
geleiteten photochemischen Prozesse bekannt ist (REINERT 1953), liegt 
es auf der Hand, dai von ihnen ein Teil der fiir die Lichtwachstums- 
reaktion wirksamen Strahlung weggefiltert wird. Die Verainderungen in 
dem Grade der hyalinen Beschaffenheit der Wachstumszone kénnen 
durch die im Verlauf der Entwicklung stattfindenden Verlagerungen der 
Hauptmenge des Carotins eine Erklirung finden. Zunichst ist nur der 
Tragerteil unterhalb der apikalen Wachstumszone stirker gelb gefarbt 
und daher mehr oder weniger undurchsichtig (besonders stark ist die 
Carotinausscheidung bei Lichtkulturen). Die Farbung erstreckt sich 
aber — schwiacher werdend auch auf die Wachstumszone. Spater 
wandert das Carotin mit der intensiver werdenden Plasmastromung in 
das sich bildende Sporangium ein, so da die fertigen Sporangientriiger 
im ganzen durchsichtig sind. Infolgedessen ist auch die interkalare 
Wachstumszone stiirker hyalin. Somit braucht fiir die geringere Reaktion 
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| der jungen Trager keine geringere Empfindlichkeit des photochemischen 
Systems verantwortlich zu sein, was auch mit der hohen phototropischen 
Empfindlichkeit der jungen Trager am besten tibereinstimmen wiirde. 

Der wegen starker Wachstumsschwankungen bei Beginn des inter- 
kalaren Wachstums unsichere Nachweis einer negativen Lichtwachs- 
tumsreaktion machte noch eine Nachpriifung mittels der von BuDER 
(1920) eingefiihrten und seitdem vielfach mit Erfolg angewendeten Halb- 
seitenbeleuchtung wiinschenswert. Insbesondere fragte es sich, ob auch 
Trager von Lichtmodifikationen zu Anfang ihres interkalaren Wachs- 
tums eine eindeutige negative Lichtwachstumsreaktion geben. 

Das Wesen der Halbseitenbeleuchtung besteht darin, da eine Flanke der 
Wachstumszone tangential von einem Lichtstrahl getroffen wird, wahrend die 
andere Flanke im Dunkeln bleibt. So mu8 sich eine negative Lichtwachstums- 
reaktion in einer positiven Kriimmung und eine positive in einer negativen Kriim- 
mung auBern. Die Schwierigkeit liegt nur darin, daB auf dem betreffenden Teil 
des Triagers unter méglichster Ausschaltung von Streulicht eine ausreichend scharfe 
Licht-Dunkelgrenze abgebildet werden mu8. Das gelingt einigermaBen durch Ab- 
bilden von Spaltbildern geeigneter GréBe aus Stanniol im Brennpunkt einer Kon- 
densorlinse unter Verwendung von parallelem Licht. Als Linse diente ein Photo- 
objektiv Biotar 1:2; f = 5,8 em. UnerlaBlich ist das Zwischenschalten einer plan- 
parallelen Kiivette mit ammoniakalischer Kupferoxydlésung. Die Einzelheiten der 
Versuchsanordnung sind aus einer Skizze bei Banpury (1952) ersichtlich. Nach 
Finstellen des Spaltbildes auf den eben mit dem Wachstum beginnenden Trager 
wurde die Kondensorlinse so weit abgeblendet, daB das Gesichtsfeld im Mikroskop 
bis auf den Spalt dunkel erschien, dann wurde das wahrend der Einstellung benutzte 
Rotfilter (Schottfilter RG2) entfernt. 


Die Mehrzahl von Triigern, die eben mit dem interkalaren Wachstum 
begannen, kriimmte sich bei dieser Beleuchtungsart zur belichteten 
Flanke; allerdings befanden sich unter den 10 untersuchten Tragern 
einer Ausgangskultur 3 Ausnahmen. Wurde die Einstellung erst 1/, bis 
8/, Std nach Beginn des Wachstums vorgenommen, so unterblieb bei der 
Ausgangskultur die positive Krimmung (sie war statt dessen in 5 von 
7 Fallen negativ), wihrend sie bei der Dunkelmodifikation noch deutlich 
vorherrschte. Diese orientierenden Versuche kénnen dahin gedeutet 
werden, da8 anscheinend auch die Sporangientrager der Lichtmodifika- 
tion eine negative Lichtwachstumsreaktion geben, nur daf} diese hier 
schon bedeutend friiher von einer positiven Lichtwachstumsreaktion ab- 
gelést wird, als es bei Dunkelmodifikationen der Fall ist. 

Durch das Auftreten einer negativen Lichtwachstumsreaktion empfahl 
sich auch eine Untersuchung des Phototropismus. Wenn fiir das Zu- 
standekommen einer phototropischen Krimmung die Differenz der Licht- 
wachstumsreaktionen auf Vorder- und Hinterflanke ausschlaggebend ist, 
dann war mit einem Umschlagen der Kriimmungsrichtung zu rechnen; 
denn das entscheidende Absorptionsverhaltnis in der interkalaren Wachs- 


-tumszone wird fraglos von Anfang an durch eine Zylinderlinsenwirkung 
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bestimmt. Den friiher fiir Phycomyces angegebenen negativen Photo- 
tropismus, der nur bei hohen Beleuchtungsstirken auftrat, konnte 
CastLE (1932) als negativen Thermotropismus identifizieren. Die eigenen 
Versuche wurden demgegeniiber mit niedrigen Beleuchtungsstarken an- 
gestellt (Tab. 2). 


Tabelle 2. Die phototropischen Kriimmungen der Sporangientrager von Phycomyces 
bei Beginn des interkalaren Wachstums 

Vorbehandlung: Subkulturen entweder 1/, Jahr im Dunkeln (= Dunkelmodifika- 

tion) oder 1 Monat im Dauerlicht von 1000 Lux (= Lichtmodifikation) weitergefiihrt. 

Nach Anzucht der Versuchskulturen in Dunkelheit einseitige Dauerbelichtung mit 

100 Lux WeiBlicht. Je 10 Einzelmessungen, geordnet nach der GroBe der erreichten 

negativen Kritmmungen. Als real diirfen nur Kritmmungen von>5° gewertet werden. 


—__ EE 


Winkel d. erreichten negativen 


Kritmmung (in Grad)... . PAW oll Wi% a RSS 053 arse WK RY RD lM) 
Beginn d. positiven Kriimmung 

(Wendepunkt nach min). . . 70 65 60 60 55 55 55 50 45 45 
bis dahin erfolgte Verlangerung 

Meme, 5 5 5 a ob 6 2597249) .20 209.208 185 el 7a Gael Ome 
Winkel d. erreichten negativen 

Kvitmmung (in Grad) . . . . 102100 be -bS oe Soe roe Oommen 
Beginn d. positiven Kriimmung 

(Wendepunkt nach min). . . 45° 35 35 30 25° 25° 20° °20 20° 15 
bis dahin erfolgte Verlangerung 

OKO 5 Go ooo Ge 14. 10,7100 (8:06: 75 7 boa 


Kine Kriimmung zum Licht tritt bei der Dunkelmodifikation frithe- 
stens 3/, Std nach Beginn des Wachstums ein, wenn eine Lingenzunahme 
um ?/; bis tiber 1/,mm stattgefunden hat. Bei den Tragern der Licht- 
modifikation zeigte sich die positive Kriimmung bereits nach rund 
30 min, wobei eine negative Kriimmung fehlen konnte. 


2. Wuchsstoffversuche mit M ycel 


Angesichts der nach langerer Dunkelkultur beobachteten Veranderung 
des lichtphysiologischen Verhaltens der Sporangientrager waren die An- 
gaben von Pont u. Roruer (1953) sowie Rornmr (1954), daB der von 
ihnen beniitzte Phycomyces-Stamm seine Reaktionsfaihigkeit auf IES 
nach laingerem Aufenthalt in Dunkelheit weitgehend eingebiiBt hatte, 
nachpriifenswert. Inwieweit auch bei dem von uns beniitzten Phyco- 
myces-Stamm solche Unterschiede in der [ES-Resistenz vorlagen, wenn 


die Kulturen fiir lingere Zeit unter verschiedenen Lichtbedingungen 
weitergefiihrt wurden, zeigt Tab. 3. 
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Das Mycel der Lichtmodifikation wird durch IES in einer Konzentra- 
' tion von 10~* g/em noch teilweise gehemmt, wahrend das bei der Dunkel- 
modifikation erst in Gegenwart von 10-4 g [ES/cm* Nahrlésung der Fall 
ist. Wahrend RoTHeEr einen EinfluB des Lichtes nur vermutet, kann dies 
in unserem Falle mit Bestimmtheit gesagt werden, da die Vorkulturen 
bei annahernder Temperaturkonstanz von je 20° C gehalten wurden. 


Tabelle 3. Hemmung des Mycelwachstums von Phycomyces durch IES nach § Sub- 
kulturen einerseits im Dunkeln (Dunkelmodifikation) und andererseits im Dauerlicht 
von 1000 Lux (Lichtmodifikation). Desgleichen der HinfluB von p-Chlorphenoxyiso- 
buttersiure (PCIB) auf das Mycelwachstum 
Mittelwerte aus je 10 bzw. (bei TES 10-4, 10-° und 8- 10-) 5 Kélbchen. Eine 
Abweichung vom Kontrollwert gilt als statistisch gut gesichert, wenn P kleiner ist 
als 0,0027 


Trockengewichte 


Konzentration in g/em* 


Dunkelmodifikation Lichtmodifikation F 
1. Kontrollen 94,7 mg -+ 3,5 70,5 mg + 2,4 
P = 0,0005 
2) DES Ose 7,2 mg + 2,1 5,8 mg + 2,1 
P < 0,0002 P < 0,0002 
SOs 93,4 mg -- 2,8 28,4 mg + 2,6 
P > 0,01 P < 0,0002 
10 94,9 mg -+ 4,8 41,1 mg + 7,6 
P > 0,95 P = 0,0005 
3-107 97,0 mg + 5,3 73,5 mg + 4,5 
P = 0,72 Re 053, 
3. PCIB 5-10-° | 69,4 mg + 3,8 
P = 0,0002 
10° 90,9 mg + 2,8 
P= 0;43 
10-5 92,3 mg + 2,6 
P = 0,6 


Im iibrigen scheint die Empfindlichkeitskurve bei der Lichtmodifikation flacher 
zu verlaufen. Der Unterschied in den Trockengewichten der Kontrollen beruht 
wenigstens zum Teil auf einer verschieden langen Keimzeit der verwendeten Sporen 
(auf gleichzeitig angesetzten Agarplatten betrug der Unterschied 4—5 Std). 

Es ist auffallig, daB sich die beschriebenen Resistenzunterschiede nicht bei 
Kultur auf Agarplatten bemerkbar machten. 

Mit PCIB konnte das Mycelwachstum nicht gefordert werden, es zeigte 
sich nur eine partielle Hemmung bei der héchsten verwendeten Konzen- 
tration von 5 - 10-5 g/em®. Das widerspricht den Erwartungen, die man 
yon einem Antiauxin haben kann, wenn es iiberschiissiges Auxin von 
seinem Wirkungsort verdringt. Es ware allerdings méglich, daB die 
Affinitat der PCIB zum Wirkungsort der IES zu gering ist (vgl. GENTILE 
u. Kier 1955). 

6* 
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3. Wuchsstoffversuche mit Sporangientragern 

Der Ausarbeitung eines Wuchsstofftests bei Sporangientragern von 
Phycomyces stand die auffallend starke mechanische Reizbarkeit der 
Wachstumszone entgegen. Trager mit Sporangium wurden an der mit 
winzigen Pastentupfern oder einem lésungsgetrankten Wattefaden be- 
hafteten Flanke im Wachstum stark gehemmt, auch dann, wenn die 
Behandlung noch vor Beginn des interkalaren Wachstums eingeleitet 
wurde. Die Reizkriimmungen der jungen Trager waren demgegentiber 
viel geringer und zum Teil sogar schwach negativ. Trotz der geringeren 
Fehlerquelle gelang es auch hier nicht nachzuweisen, da IES oder PCIB 
wirksam ist. Méglicherweise wird die eindringende IES sofort durch 
Oxydasen zerstért, so da es nicht einmal zu einer Wachstumshemmung 
kommt, wie sie ja beim Mycel leicht zu erhalten ist. 


Mit einer solchen Deutung wiirde die Beobachtung iibereinstimmen, daB die 
Resistenz eines auf Agar aerob wachsenden Mycels von Phycomyces gegeniiber IES 
deutlich gréRer ist als die eines Mycels in Fliissigkeitskultur. In gleicher Richtung 
haben Pont u. Roruer (1953) ihre Versuche ausgelegt, nach denen die IKS- 
induzierte Hemmung von submersem Mycel bei Bildung einer oberflachlichen 
Decke zuriickgeht. 


4. Spiralwachstum und Schlingelwuchs 


Zu Beginn des interkalaren Wachstums kann nicht allein der Sinn der 
Lichtwachstumsreaktion bis zu einem gewissen Grade verschieden sein, 
sondern auch die Richtung der Rotation beim Spiralwachstum. CasTLE 
(1942) stellte fiir die Dauer der ersten 60—90 min des interkalaren 
Wachstums eine Rotation gegen die sonst tibliche Richtung fest —, statt 
sich im Sinne des Uhrzeigers zu drehen, rotierte die Spitze links herum. 
Ein gleiches Verhalten beobachteten MIDDLEBROOK u. PRESTON (1952). 
Oort dagegen, der als erster (1931) auf die Beziehungen zwischen 
Langenwachstum und Rotation aufmerksam wurde, arbeitete mit einem 
Phycomyces-Stamm, dessen Trager sich von wenigen Ausnahmen ab- 
gesehen fortwahrend nur rechts um ihre Achse drehten. Ein Gleiches gilt 
fiir die Traiger des Niethammer-Stammes. Irgendein Einflu8 der Vor- 
kultur auf die Rotationsrichtung bestand nicht. Das war schon aus den 
Kriimmungsversuchen zu erschlieBen und wurde noch genauer nach 
Auflegen feinster eingefetteter Kunststoffharchen quer iiber den Scheitel 
junger Sporangien verfolgt. Da keine Parallelitaét zwischen dem Auf- 
treten verschiedener Lichtwachstumsreaktionen und  verschiedener 
Rotationsrichtungen besteht und weder das Rotieren in Ausnahme- 
richtung noch das Auftreten einer negativen Lichtwachstumsreaktion als 
ein durchgreifendes Merkmal angesehen werden kann, ist die von CAsTLE 
vorgeschlagene Unterteilung der zweiten Streckungsphase iberfliissig. 

Das schon erwahnte Schlingelwachstum der jungen sporangienlosen 
Trager, welches nur unter weitgehendem LichtabschluB bei hoher Hydra- 
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tur stattfindet, darf mit dem Spiralwachstum im engeren Sinne nicht 
verwechselt werden. OorT u. ROELOFSEN (1932) definieren das Spiral- 
wachstum als ,,Anwachsen der Zellwand in Richtung einer Spirale, so daB 
der oberhalb der wachsenden Zone liegende Teil der Zelle sich um seine 
Achse dreht‘‘. Beim Schlangelwachstum beschreibt dagegen die ganze 
Wachstumszone Windungen um eine imaginare Langsachse ( siehe Abb. 4). 


Abb. 4. Schlingelwachstum der jungen Trager von Phycomyces auf stark durchfeuchtetem Brot 
in Dunkelheit. Links zwei umeinandergewundene Triiger, deren Wachstumszonen sich durch die 
halbhyaline Beschaffenheit und das Fehlen von Guttationstrépfehen abhbeben (letzteres im Bilde 
nicht zu erkennen). Daneben Trager, die bereits ein Sporangium gebildet haben, in denen aber das 
Hochwandern des Carotins in das Sporangium hinein noch nicht ganz beendet ist 


Diese Windungen sind ausnahmslos linksgerichtet, d.h. die Spitzen 
beschreiben in Aufsicht einen Kreis gegen den Uhrzeigersinn. Beim 
Spiralwachstum sollen aber die Spitzen der jungen Trager rechtsherum 
rotieren, d. h. im Uhrzeigersinne um die eigenen. Achsen (CASTLE 1942). 
Das konnte fiir die von uns untersuchten jungen Trager mittels Markie- 
rung durch Baumpollen vollauf bestitigt werden. Interessanterweise 
halten auch nutierende Trager an dieser Rotation fest, so da’ demzufolge 
die Richtung des Schlingelwuchses der Richtung des Spiralwuchses an 
ein und demselben Trager gerade entgegengesetzt ist. Gleichzeitige Beob- 
achtung der herumwandernden Pollenmarken im Horizontalmikroskop 
und der Schlingelbewegung in Aufsicht hat ergeben, daB fiir ein volles 
Umwandern einer unmittelbar neben der Tragerspitze angebrachten 
Marke um den Querschnitt des Tragers (wobei sie natiirlich relativ zur 
Spitze etwas nach unten abwandern mu8) etwa 1 Std bendtigt wird, 
wahrend die gesamte Spitzenregion eine volle Kreisschleife innerhalb von 
etwa 11/4 Std beschreibt. Wie auch auf Abb. 4 zu erkennen ist, nehmen 
die Windungen ihren Ursprung im wesentlichen an der Basis der Wachs- 
tumszone. Bemerkenswerterweise ist das untere Drittel der Wachstums- 
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zone auch Sitz der geotropischen Kriimmungen?. Der Schlangelwuchs, 
der auch bei anderen 1-zelligen Organen unter ahnlichen Bedingungen 
beobachtet worden ist (so von Pau an Pilobolus), kann dem Phanomen 
nach mit den Zirkumnutationen bei Sprossen hoherer Pflanzen ver- 
glichen werden, wo aber die Windungen anschlieBend durch eine negativ 
geotropische Reaktion wieder ausgeglichen werden. Er ist bei Phycomyces 
auf die jungen Trager beschrankt: Der nach Bildung des Sporangiums 
zunichst noch seitlich geneigte obere Teil des Tragers richtet sich 
negativ-geotropisch auf und wachst gerade weiter. Das ist erstaunlich, 
weil die geotropische Reizbarkeit bei den Tragern mit Sporangium 
geringer ist als bei den jungen Tragern (PILeT 1956). 


Besprechung der Ergebnisse 


Eine negative Lichtwachstumsreaktion ist auch bei Pilzen nichts 
AuSergewohnliches. So ist sie fiir die Fruchtkérper der Hymenomyceten 
bezeichnend (Borriss 1934) und von GErrKANpDT (1954) fiir die negativ- 
phototropischen Keimschlaéuche einiger parasitischer Basidiomyceten 
und eines Discomyceten beschrieben worden. Bei den Mucorineen kann 
sich das Vorzeichen der Lichtwachstumsreaktion sogar im Entwicklungs- 
ablauf andern, wie zuerst Paun (1950) an einigen Pilobolus-Arten fest- 
gestellt hat. Wahrend eine negative Lichtwachstumsreaktion z. B. an den 
jungen Tragern von P. Kleinii bis zam Beginn der Sporangiumbildung 
verfolgt werden kann, trat sie bei Phycomyces-Tragern nur voriiber- 
gehend im unmittelbaren Anschluf an die Sporangienbildung auf. 
Immerhin bestand so die Hoffnung zu prifen, ob das Vorhandensein 
verschiedener Lichtwachstumsreaktionen wirklich nur durch das Uber- 
schreiten einer optimalen Wuchsstoffschwelle bedingt ist. Infolge der 
methodischen Mangel beim Applizieren von IES in Pastenform oder als 
adharierende Lésungen konnte die Frage aber nicht zufriedenstellend 
gelést werden, da die Sporangientrager mit interkalarer Wachstumszone 
eine besonders starke Empfindlichkeit fiir Beriihrungsreize besitzen. 
Wenn man hinzuzieht, daB an den jungen, viel weniger beriihrungs- 
empfindlichen Traégern auch keine anderen Ergebnisse erzielt werden 
konnten als seinerzeit von BANBURY (1952) und neuerdings von GRuEN 
(1956), dem nicht einmal mit einwandfreier Methode ein Wirkungs- 
nachweis fiir TES oder fiir Antiauxin gelang, méchte man die Frage eher 
verneinen. Dazu verleitet auch die Schwierigkeit einer gleichsinnigen 
Interpretation des negativen Geotropismus von Phycomyces; denn in 
einem einzelligen Organ mit iiberoptimalem Wuchsstoffspiegel miiBte ein 
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Auch die phototropische Kritmmung ist auf den unteren Teil der apikalen 
Wachstumszone beschrinkt, entsprechend den Beobachtungen von DELBRUCK u. 
ReroHarpT (1956) an der interkalaren Wachstumszone. 
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Gefiille entstehen, das eher einen positiven Geotropismus begiinstigt. 
Auch der Versuch von Prue (1956), die von ihm beobachtete Verlange- 
rung der geotropischen Reaktionszeit nach Vorbelichtung auf eine 
Wuchsstoffzerstorung zurickzufiihren, ist widerspruchsvoll, falls dieses 
Prinzip konsequenterweise auch auf die Deutung der vorherrschenden 
(positiven) Lichtwachstumsreaktion angewendet wird. Entweder ist die 
Hypothese tberoptimaler Wuchsstoffkonzentrationen falsch, oder es 
kommt in geotropischer Reizlage mehr auf die Verlagerung anderer 
Substanzen als Wuchsstoff an. Jedenfalls scheint der einzige Ausweg 
vorerst darin zu liegen, dafS man den iiblich gewordenen Versuch einer 
gemeinsamen Deutung von Phototropismus und Geotropismus auf 
Wuchsstoffbasis fallen lit. Die Annahme einer direkten Senkung des 
IES-Spiegels beim Zustandekommen der Lichtwachstumsreaktionen ist 
schon dadurch mit einem gewissen Zweifel versehen, daB eine Photolyse 
von IES in vitro, d. h. in waBrigen riboflavinhaltigen Losungen, erst bei 
Anwendung hoher Lichtmengen gelungen ist (allerdings bei Verwendung 
unphysiologisch hoher IE S-Konzentrationen). Wenn man demgegeniiber 
mit GatstTon (1950) auch an die Beteiligung lichtempfindlicher Enzyme 
denkt, besteht nicht einmal mehr die Veranlassung zur Ableitung der 
verschiedenen Lichtwachstumsreaktionen von der Konzentrations- 
wirkungskurve eines einzigen Stoffes. Der Unterschied zwischen einer 
Inaktivierung von IES und von Fermenten kann im iibrigen aber nicht 
gro sein, da IES nach neueren Feststellungen bei Pilzen die Bildung oder 
Aktivierung verschiedener Fermente kontrolliert (siche Turtan 1956, 
FAaHRAEvS u. Mitarb. 1956, Way@oop u. Mitarb. 1954). Dariiber hinaus 
haben DELBRiCK u. REICHARDT (1956) iiberzeugend nachgewiesen, daB 
allein schon die positive Lichtwachstumsreaktion von Phycomyces aus 
Griinden der Adaptation ein komplizierter Vorgang ist, an dem minde- 
stens zwei vom Licht gesteuerte Prozesse beteiligt sein missen. Und auch 
die bisherigen Vorstellungen, wie sie iiber die Beziehung zwischen Licht- 
wachstumsreaktion und Phototropismus bei Phycomyces bestanden 
(Blaauwsche Theorie), sind erneut revisionsbediirftig nach der Ent- 
deckung, dak die phototropischen Krimmungen im Gegensatz zur Licht- 
wachstumsreaktion auf die Basis der Wachstumszone beschrankt sind. 
Da dies auch fiir die jungen Trager gilt (siche FuBnote S. 86), bei denen 
das Ausmaf der Lichtwachstumsreaktion besonders gering ist (siehe 8.79), 
ergibt sich die groBte Schwierigkeit, das von BUDER u. BERNHARD (1946) 
fiir junge Trager angegebene Maximum phototropischer Empfindlichkeit 
zu deuten. Der Gedanke einer Beeinflussung des IES-Spiegels zur Er- 
klarung der Lichtwachstumsreaktionen und des Phototropismus von 
Phycomyces ist nach allem kaum noch haltbar, wenn man nicht zu um- 
standlichen Hilfsannahmen greifen will. Das gleiche scheint fiir 
Agaricus zuzutreffen, dessen Fruchtkérper (im Gegensatz zum Mycel!) 
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keine positive Wachstumsreaktion auf IES gaben, wohl aber auf einen 
aus Hutstiicken diffundierenden Stoff (URAyAMA 1956). 

Mit der Veriinderung gewisser Eigenschaften des verwendeten Phyco- 
myces-Stammes nach langerer Vorkultur unter verdnderten Lichtverhalt- 
nissen sind vielleicht Beobachtungen von BLocuwirz (1914) an Asper- 
gillus clavatus vergleichbar, der gefunden hatte, daB die phototropische 
Reaktionsfahigkeit dieses Pilzes von einer Belichtung der Vorkulturen 
abhangig ist. Normalerweise hat A. clavatus sehr kurze aphototropische 
Conidientrager. Durch Bestrahlung mehrerer Folgegenerationen mit 
hohen Lichtintensitaten wurden die sich entwickelnden Conidientrager 
langer und langer, bis sie deutliche Krimmungen zum Licht hin aus- 
fiihrten (,,A. giganteus‘‘). Diese Beispiele lehren, wie sehr das Schicksal 
der Vorkulturen fiir die Reaktionsfahigkeit eines Pilzes gegentiber 
Aufenfaktoren entscheidend ist. 


Zusammenfassung 

1. Die Lichtwachstumsreaktion der Sporangientrager von Phycomyces 
ist bei Beginn des interkalaren Wachstums negativ, besteht also in einer 
Wachstumshemmung. Sie wird je nach den Lichtverhaltnissen, denen die 
Vorkulturen ausgesetzt waren, friiher oder spater von der bekannten 
Entwicklungsphase abgelést, in der die Lichtwachstumsreaktionen positiv 
sind, 

2. Nach lingerer Vorkultur des Pilzes in Dunkelheit dauert nicht nur 
die Bereitschaft fiir eine negative Lichtwachstumsreaktion langer, 
sondern auch beim Mycelwachstum sind physiologische Unterschiede 
gegeniiber einer Vorkultur unter Tageslicht- oder Dauerlichtbedingungen 
festzustellen: Die Resistenz des submersen Mycels gegeniiber einer 
Zufuhr von IES ist erhdht. 

3. Infolge der ungiinstigen Testbedingungen konnte die Frage, ob [ES 
beim Wachstum der Sporangientriager als begrenzender Faktor auftreten 
kann, nicht beantwortet werden. 

4. Auch eine Beeinflussung des Wachstums der Sporangientrager 
durch Antiauxin war nicht festzustellen. Das Wachstum des submersen 
Mycels, welches durch IES bekanntlich nur eine Hemmung erfahrt, 
wurde durch Zugabe von Antiauxin (p-Chlorphenoxy-isobuttersaure) 
ebenfalls nur gehemmt. 

5. Unter giinstigen Hydraturbedingungen in Dunkelheit haben die — 
jungen Traghyphen von Phycomyces die Fahigkeit zum Nutieren, wobei 
die zur Rotationsrichtung gegenléufigen Linkswindungen erhalten 
bleiben (= Schlangelwuchs). 

Fir die Anregungen zu dieser Arbeit und das standige Interesse an deren Fort- 


gang moéchte ich meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Bunnie, herzlich 
danken. 
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This paper is an extension of a previous report (DworKIN and FosTER 
1956) that described Pseudomonas methanica (SOHNGEN) nov. comb. 
This organism is the classical methane-oxidizing bacterium originally 
isolated and named Bacillus methanicus by SOHNGEN in 1906. It was 
subsequently renamed Methanomonas methanica by ORLA-JENSEN (1909). 

As indicated in the previous paper, knowledge of bacteria capable of 
growing at the expense of methane as the sole source of energy is scant, 
The literature has recently been revieved (Davis and UppEGRArFF 1954; 
BEERSTECHER 1954; ZOBELL 1946, 1950). In most cases morphological, 
cultural and physiological characteristics of organisms implicated in 
methane utilization are far too incomplete to establish identity or lack 
of identity of the various bacteria. Sometimes purity of cultures was not 
rigorously established, nor was purity of the methane employed stated, 
a feature of critical importance when the only criterion of methane 
utilization is growth in a methane-containing atmosphere. Growth rates 
and other physiological traits were studied in static liquid cultures and 
fall far short of the potentials which these organisms display in agitated 
cultures. Rarely have many different cultures been used at one time in a 
comprehensive comparative study. Finally, the unavailability of type 
cultures is a serious handicap to the study of the systematics of this phy- 
siological group. 

The results set forth here represent part of a continuing program on 
the isolation and study of hydrocarbon-utilizing bacteria with the above 
points expressly in mind. An attempt is also made to ascertain which 
organisms are most commonly responsible for utilization of methane in 
nature. In addition, a limited examination of their distribution in nature 
is undertaken. 

Materials and Methods 


Enrichment and isolation procedures. For inocula, garden and field 
soils, pond muds, sewage and aquatic plant material were used in approximately 
0.1 g. quantities. They were added to 10 ml. portions of inorganic salts solutions 
contained in 25- or 50 ml.-Erlenmeyer flasks. The inorganic media used were those 
of SOHNGEN (1906), of BusHNeLL and Haas (1941) and also medium L, which 
had the following composition: NaNOsg, 2.0 g.; MgSO, -7 H,0, 0.2 g.; FeSO, - 7H,0, 
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1.0mg.; Na,HPO,, 0.2 lg.; NaH,PO,, 0.09 g.; Cu (as CuSO, -5H,0), 5 ug.; B (as 
H,BO,), 10 ug.; Mn (as MnSO,-5H,0), 10ug.; Zn (as ZnSO, - 7H;0); 70 ug.5 
Mo (as MoO,), 10 ug.; KCl, 0.04 g.; CaCl, 0.015 g.; deionized water, 1 L. Salts- 
methane” medium referred to in the rest of this paper is medium L incubated in 
an atmosphere consisting of a mixture of methane and air. Aliquots of the media 
intended for enrichment cultures were adjusted to px values of 4, 7 and 10 to 
further vary conditions. 

Selective isolation was achieved by the “‘direct” method. Solid media were 
prepared by the addition of 2 per cent Bacto-agar (Difco) to the mineral solution 
described. Air-dry samples of the inocula were lightly pulverized with a mortar 
and pestle and 0.1 g. samples sprinkled evenly over the surface of salts-agar petri 
plates which previously were stored at 37° C. for several hours to eliminate the 
surface water film. Direct plating of sewage was done by spreading 0.05 ml. evenly 
on surface-dry plates. 

The procedures for incubation of test tube or flask cultures with mechanical 
shaking in closed atmospheres were essentially those described by Dworkin and 
Foster (1956). The shaking machine used had a reciprocating movement of seventy- 
five 7.5 cm. strokes per min. Petri plate cultures were exposed to the desired gas 
atmospheres by incubation in 10-liter desiccators. “‘Pure Grade’? methane! was 
employed as the sole source of carbon and energy, except where noted otherwise. 
Mixtures of methane and air in various proportions were employed as the gas 
phase in the closed systems. Fifty per cent methane and 50 per cent air was the 
mixture most commonly used. During the study of enrichments, replicate static 
and shaken liquid cultures were incubated at 30 and at 37° C. The “sprinkle” or 
“‘direct”’ plates were incubated, in methane-air mixtures, at 30° C., 37° C. and 55° C. 

Chemical procedures. Separation of amino acids was performed by ascending 
paper chromatography using Whatman no. 1 filter paper and n-butanol: acetic 
acid: water (4:1:1) and ethanol: 36 nN NH,OH (95:5) for solvent systems. Amino 
acids were detected with a spray of 0.2% ninhydrin in water saturated n-butanol 
(Bock, et al, 1955). Volatile acids were recovered by steam distillation of acidified 
culture supernates and identified by Duclaux distillation curves. 

Gas analyses for methane, oxygen and carbon dioxide were performed on a 
microscale as described by Dworkry and Foster (1956). Radioactive carbon was 
measured with a thin window Geiger-Miiller tube and a Tracerlab ‘64’ Scaler. 
Radioactive CO, was converted to BaCO, for counting. 

Physiological procedures. Cell suspensions for manometric studies were 
prepared from pure cultures grown with shaking in liquid medium L in suction 
flasks. The cells were centrifuged when in the log phase, washed in m/15 phosphate 
buffer (py 7.0) and finally suspended in the same buffer. Cell free extracts were 
obtained by disrupting cells in a Raytheon 10 KC sonic oscillator or in a Mickle 
tissue disintegrator. Breakage of the cells was followed microscopically. 


Results 
Description of enrichment cultures 
Liquid enrichment cultures 
All the enrichment cultures were examined at approximately two-day 
intervals until the 12th day and again after about another 10 days. Gram 
stains prepared on the second day showed mixture of gram. positive 
1 Purchased from Phillips Petroleum Co., Bartlesville, Oklahoma. Composition: 


methane 99.0-99.2 mol. per cent; ethane, 0.26-0.32 mol. per cent; carbon dioxide, 
0.12-0.16 mol. per cent; nitrogen, 0.26—0.32 mol. per cent. 
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and gram negative bacteria in all the liquid enrichments. Streaks made 
at this time on salts-methane agar produced a variety of colonial types, 
none of which proved to be methane utilizers. They had probably grown 
at the expense of organic impurities in the agar or in the inoculum. By the 
fourth day, the gram negative rods were present in larger numbers and 
were distinctly the majority population in the liquid cultures. Streaks 
made from these cultures yielded many methane-utilizing colonies. In 
the stationary cultures, characteristic surface pellicles consisting mainly 
of gram negative rods appeared on the sixth day of growth. The appear- 
ance remained essentially unchanged thereafter. 

a) Effect of temperature. Temperature markedly influenced the 
characteristics of the pellicles and provided a more or less specific means 
of enriching for particular types of methane-utilizing bacteria. For exam- 
ple, the characteristic viscous pinkish pellicle described originally by 
SéuNGEN (1906) was invariably obtained from certain inocula when the 
enrichment cultures were incubated at 30°C. However, when identical 
cultures were incubated at 37° C., the pellicles were strikingly different. 
Here, no pinkness was ever observed; in every case a thick, tough, non- 
viscous, wrinkled, tan to chocolate brown pellicle developed. 

The pink organism composing the pellicles produced at 30°C. was 
Pseudomonas methanica; other organisms present comprised a very 
small minority. The brown 37° C. pellicles never yielded the pink Ps. 
methanica; only brown and non-pigmented organisms were obtained from 
them, with no pronounced predominance of either one. 

b) Type of inoculum. From a study of the kinds of pellicles and 
organisms obtained in enrichment cultures made from a wide variety of 
natural inocula, it may be concluded that, at a given temperature, certain 
types of inocula characteristically yield predominantly one kind of 
organism. For example, at 30° C. inocula that had an aqueous origin, 7.¢., 
pond or creek mud, sewage and aquatic plant material, invariably yielded 
a pink pellicle. On the other hand, samples of arable soil under the same 
conditions never gave rise to the pink pellicles. The soil inoculum always 
led to the formation of a thin greyish pellicle which in subsequent isola- 
tion procedures failed to yield the pink organism and gave only non- 
pigmented bacteria. The findings relative to natural inocula and condi- 
tions for emergence of the pink organism (Ps. methanica) are in excellent 
agreement with previous descriptions (S6HNGEN 1906; DwoRKIN and 
Foster 1956). In fact, throughout our extensive investigations, a 
combination of an inoculum from an aqueous environment in nature and 
incubation at 30° C. (as against 37° C.) under stationary conditions has 
been a sine qua non for isolation of the pink Ps. methanica. These con- 
ditions obviously confer a striking selective advantage to it over other 
methane-utilizing bacteria. 
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A corresponding selectivity was always obtained by incubation at 
37° C. where, irrespective of source, all types of inocula always yielded 
the brown pellicle. It may be noted that SOHNGEN (1906) and Mtwz (1915) 
reported that the surface films in their crude cultures were not uniformly 
colored. They ranged from “‘distinctly reddish-brown coloration” to 
“more or less gray to white’. 

Other things being equal, shaking during incubation was distinctly 
inferior to stationary cultures for emergence of the pink organism as the 
predominant one in the enrichments. Growth of methane-utilizing orga- 
nisms did not occur in enrichment cultures adjusted to py 4 or 10. Nor 
was growth observed in enrichments incubated at 55° C. 


“Direct” plates 


The petri plates sprinkled with soil particles usually had no obvious 
microbial growth after the first two days’ incubation, even when exami- 
ned with the low power of the microscope. On the fourth day, however, 
areas of growth could be found surrounding soil particles. By the 8th 
day colonial growth quite distinct to the unaided eye could be observed 
around some of the soil particles. 

In plates incubated at 30° C. there always were numerous “colonies” 
representing three distinct types of growth, yellow to reddish-orange, 
brown, and non-pigmented. These developed in varying proportions 
according to the particular source of the inoculum. However, correspond- 
ing plates incubated at 37° C. yielded only brown and non-pigmented 
colonial types. The non-pigmented colonies obtained in the plates 
incubated at 37°C. were quite similar to the non-pigmented colonies 
obtained in plates incubated at 30° C. 

A point of particular interest is that colonies of the pink bacterium 
have never been found on “‘direct’’ plates!. Air-dry pond muds that in 
liquid culture rapidly yielded pink pellicles consisting almost entirely of 
Ps. methanica gave no indications of the existence of such bacteria when 
used to inoculate “‘direct’’ plates. Thus, a striking selectivity for parti- 
cular types of methane-utilizing bacteria can be achieved by control of — 
the enrichment and isolation practices. 


Isolation and morphology of pure cultures 
A strong tendency to cohere was exhibited by bacteria in enrichment 
and in pure cultures. Consequently, purification by direct streaking of a 
loopful of crude pellicle or colonial growth was unsatisfactory. Consis- 
tently good results were obtained by placing a small clump of the growth 
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An apparent exception to this rule was observed when bits of aquatic plant 
material were placed on agar. The plant material evidently absorbs moisture from 
the agar thereby creating an environment which is essentially aqueous. 
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in a test tube containing 5 ml. of sterile water and vigorously agitating 
the tube in a mechanical vibrator. A loopful of this liquid was taken for 
streaking only after microscopic examination showed that complete 
dispersal of the clumps had occurred and that the suspension contained 
only single cells. Purifications were done on petri plates of salts-methane 
agar. Well-isolated colonies were restreaked and the procedure repeated 


Wi 


« 
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Fig. 1. Electron photomicrographs of various pigmented methane-utilizing pseudomonads. 4 yellow, 
16.750 x ; B brown, 16.750 ; C yellow, 10.000 x ; D non-pigmented, 13.500x ; # non-pigmented, 
16.750; F pink, 20.000x (from DWORKIN and FostpR 1956); G non-pigmented, 13.500 x ; 
H brown, 16.750 x 

once more, or until only one colony type appeared on any one plate. Micro- 
scopic examinations of living cells and of stained preparations supported 
the conclusion that each isolate consisted of a single morphological 
entity. A convenient means of checking purity of the pink, brown and 
non-pigmented organisms was to streak them heavily on nutrient agar 
plates, followed by incubation in air. The methane utilizers are unable 
to grow in this medium whereas likely contaminants would be expected 
to grow. The yellow-orange type did grow on nutrient agar plates, but 
its characteristic appearance made it a simple matter to verify purity. 

None of the strains grew in medium L (liquid or agar) in the absence of 
methane, whereas each grew abundantly in parallel medium L cultures 
incubated in 50% methane +50% air. In the absence of methane, 
neither liquid nor agar medium supported any growth whether incubated 
in 100%, air, or in 50% air + 50% No. 

Thirty-odd pure cultures were obtained from a variety of natural 
sources. All were gram negative motile rods almost uniformly about 
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0.6 1.04. Spore formation has not been observed. The most distinct 
feature to be seen in electron photomicrographs of a number of represen- 
tative strains was their possession of a single polar flagellum (Fig. 1). 
Microscopically, all the strains were pseudomonads indistinguishable 
from one another. 


Cultural characteristics 


a) Colonies. As indicated above, pigmentation was the principal 
distinguishing feature of the strains. They fell logically in four groups: 
(1) pink, including strains ranging from very faint to moderate intensity 
of pigmentation; (2) brown, from light tan strains to very dark brown; 
(3) yellow, from lemon to deep reddish-orange; (4) non-pigmented. The 
different shades of pigmentation in the various strains in any one group 
reflect different concentrations of one and the same pigment. Young 
colonies typically contain less pigment than older ones. None of the 
pigments diffused into the agar. More details about the pigments are 
given later. Colonies formed on salts-methane plates were visible on the 
third day of incubation; by 7 days they reached maximal size, generally 2 
to 4mm. in diameter. They had a very viscous consistency, with the 
exception of the brown colonies which frequently acquired a tough, 
brownish-black leathery character upon aging. The latter often were 
heavily wrinkled. Evidence of a dissociation into smooth and rough 
colonies was seen on plates of some of the brown strains. All the other 
strains produced smooth, circular, convex colonies. 

b) Liquid cultures. Under the agitated-culture conditions employed 
in this work, and at the respective optimal temperatures, growth in 
salts-methane medium was rapid, abundant and diffuse. Turbidity 
values in excess of 200 Klett units (approximately 2 x 108 cells/ml.) were 
obtained in about 50 hours with the pink and the yellow organisms, 
and about one day later with the brown and the non-pigmented strains. 
The modest agitation conditions imparted by the shaking machine pro- 
bably do not reflect the maximal potential growth rate that would be 
attainable under optimal mechanical and physical conditions of cultiva- 
tion. Rates of solution of methane and oxygen undoubtedly were the 
limiting factors in the rates of growth of these bacteria under our parti- 
cular conditions, 

The yellow and the brown organisms had a tendency to flocculate and 
the suspended growth would settle to the bottoms of vessels allowed to 
stand still for a few minutes. The pink and the non-pigmented strains 
produced turbid cultures in which the bacteria remained suspended for 
a long time. As noted previously (DworKIn and Foster 1956), liquid 
cultures of the pink strains usually are viscous due to copious formation 
of extracellular slime material. Occasionally, a pink strain will, for 
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unknown reasons, not develop the high viscosity. In young shaken liquid 
cultures pigmentation may be very difficult to detect but usually is 
evident when the cells are concentrated by settling or centrifugation. 

Under stationary culture conditions, surface pellicle formation has 
been observed in all the pigment groups, perhaps more commonly with 
pink and brown strains. Pellicle formation is not a regular event even 
under apparently uniform culture conditions. 


Temperature 


Each pure strain was tested at 30° C. and at 37° C. As expected, the 
best temperature for growth in each case reflected the temperature 
prevailing during enrichment and isolation. Thus, brown, yellow and 
non-pigmented strains that were isolated at 30° C., grow optimally at 
that temperature, and slower at 37° C. On the other hand, the collection 
contains strains that were enriched and isolated at 37° C.; these grow 
optimally at 37° C. and slower at 30° C. Pink strains have never been 
encountered in enrichments conducted at 37° C. All the pink isolates grow 
rapidly at 30° C., their isolation temperature, but do not grow at 37° C. 


Table 1. Gas analysis of methane cultures* 


Methane Oxygen CO, pei d 

Organism consumed consumed produced eG eg 

; ml. mol. ml. 3 ‘ : 
ean Kies b gta tite 49.0 19.7 10.7 1.0 + 0.40 > 0.22 
Wellow's .mcbe U- Bail 20.0 11.4 1.0 + 0.39 + 0.22 
issKeheles 5 oe 42.5 18.3 10.8 1.0 + 0.43 — 0.25 
Non-pigmented 45.9 p76 7.4 1.0 + 0.39 + 0.16 
Avg. 1.0 + 0.40 > 0.21 


* Experiment conducted in individual 500 ml. suction flasks containing 50 ml. 
salts medium. 50 per cent methane + 50 per cent air. Data represent differentials 
between composition of gas as analyzed at the beginning of the experiment and 
at the end after acidification of the culture liquid. Incubation time 2.5 days for 
pink and yellow cultures, 7 days for brown and non-pigmented ones. All volumes 
corrected to standard pressure and temperature. 


Gas analysis of growing cultures 


Table 1 illustrates the changes in composition of the gas phase during 
growth of typical methane utilizers. The average molar ratios of the 
metabolized gases (Table 1) are quite different from the equation: 
CH, + 20, + CO, + 2 H,0, usually employed to depict the overall meta- 
bolism of methane by such bacteria. Conversion of methane-C to organic-C 
is exceptionally high in these bacteria, accounting for discrepancies 
between the actual molar consumption of O, and of CO, produced per 


mole of methane consumed, and the theoretical values calculated on the 
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basis of complete oxidation of methane. These gas data confirm the high 


efficiency of conversion of methane-C to organic-C where the latter was — 


analyzed directly by wet combustion (DwoRKIN and FosTER 1956). 


Physiology 
Carbon sources 


In salts medium L, every strain, regardless of pigment group, could 
utilize only methane or methanol as sole source of organic carbon and 


a0-9 vee 


energy for growth. However, methanol was inferior to methane. None of 


the substances listed in Table 2 supported the growth of any of these 
organisms during periods of incubation up to three weeks. These bacteria 
are, therefore, obligate methane utilizers in the sense described previously 
for the pink Pseudomonas methanica (DWoRKIN and FostErR 1956). This 


feature automatically identifies all the pink strains as Ps. methanica, — 
since pinkness and obligate methane-dependence are in that publication — 


regarded as determinants of the species. 


Table 2. Substances* not supporting growth of the methane utilizing-organisms 


Hydrocarbons | Nonhydrocarbons 


Bthanerse sa veya eee Na glutamate Glycerol 
N-PLOPADEdey ME conse ee) eee us Na aspartate Methylamine 
n-Butane Stee ee te oe eine os Na succinate Ethanol 
TAP enters eee ee oe ees Na fumarate Propanol 
NeHexarioWAl Ph 4st ae.gow 4.) » Gan Na formate Glucose 
neHeptanet Wes . 3 ss saleke Na acetate Fructose 
n-Hexadecaniey t . . .4. see. Na propionate Ribose 
Bthylonctaie ies. Fe RA Na pyruvate | Nutrient broth 
Alanine Hydrogen 
Glycine 


* Hydrocarbon gases were tested at concentrations of 50% in air. Hydrogen 
was tested in a mixture of CO, and air, at concentrations of 40, 10 and 50%, 


respectively. Other substances were tested at 0.1, 0.3 and 1.0%, respectively, in 


atmospheres of 100% air and in 50% air + 50°, N,. Because of its toxicity, Na 
formate was tested at levels of 0.03 and 0.07% also. 


Complex media 

Nutrient agar and other complex organic media were, with the excep- 
tion described below, inhibitory to these bacteria. The complex media 
did not allow growth when inoculated plates were incubated in a 
methane-air atmosphere. Inoculum from the same source grew rapidly 
on control salts-agar incubated in the same atmosphere. This effect had 
been observed by Dworkin and Foster (1956) for Ps. methanica. An 
auxanographic survey of common pure metabolites and substrates 
showed that 13 of 37 compounds tested were inhibitory in various degrees 
_ toa test strain of Ps. methanica on salts-methane agar. Largest areas of 


tae 
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inhibition (12 to 30 mm. in diameter) were caused by L-phenylalanine, 
t-histidine HCL, i-cysteine HCL, 3.4 dihydroxyphenylalanine and 
adenine SO,. A concentration experiment revealed that 30 ug. of L-phe- 
nylalanine per ml. of salts-methane agar medium completely inhibited a 
seeded inoculum of the particular strain of Pseudomonas methanica. It is 
not known if the above compounds are responsible for the inhibitory 
properties of complex organic media. 

In contrast to the representatives of the pink, brown and non-pig- 
mented groups, the yellow strains freshly isolated on salts-methane agar 
grew when transferred to nutrient agar plates in air (containing no 
methane). Pigmentation of the colonies on nutrient agar was of a dis- 
tinctly lighter hue than that on salts-methane agar and, as will be seen 
later, evidently is due to a different pigment. The nutrient-agar colonies 
did not turn reddish-orange in old (7—10 day) cultures as did the parent 
yellow strains on salts-methane agar. 

This situation probably arises as a result of selection of substrains that 
initially were of mutational origin. Suitable dilutions of cell suspensions of 
freshly isolated yellow methane strains when spread on nutrient-agar 
plates gave rise to only one-tenth the number of colonies that developed 
on parallel plates of salts-methane agar. On the other hand, inocula 
taken from nutrient agar or nutrient broth have consistently failed to 
develop in salts-methane medium even with subinhibitory concentrations 
of complex organic extracts, despite massive inoculation and prolonged 
incubation. These experiments are interpreted to mean that the several 
freshly isolated yellow methane strains consisted of a mixture of two 
types of cells in the proportion of 10 to 1—the yellow-orange methane 
type incapable of growth on nutrient agar, and the light yellow nutrient- 
agar type incapable of growth in salts-methane media. The mixture of 
types was obtained in independent analyses of each of several well 
separated sister colonies randomly taken from salts-methane plates. This 
virtually eliminates the possibility that the nutrient-agar organism is an 
adventitious contaminant. 

After serial passage (3 to 12 times) through salts-methane medium, no 
nutrient-agar types could be recovered. Presumably, the methane type 
had selective advantage in salts-methane media, the nutrient-agar types 
being quickly eliminated under these conditions, just as the methane 
types were eliminated by passage of recently isolated yellow strains 
through nutrient broth. 


Nitrogen sources and growth factors 
Various amino acids were tested for utilizability by strains of the pink 
Ps. methanica only. Na L-glutamate, pL-alanine, glycine and Na L-aspar- 


tate were not used as the sole sources of N when present on a nitrogen 
7* 
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equivalency to the nitrate regularly used in medium L. These levels were 
non-toxic to the organisms in medium L containing nitrate and incubated 
in methane-air. 

None of these bacteria requires organic growth factors. As reported 
earlier (LEADBETTER and Foster 1957), the previous conclusion (Dwor- 
Kry and Foster 1956) that the pink Ps. methanica required calcium 
pantothenate or an extract of agar was not borne out in the present 
investigation. Probably the earlier experiments indicating the inability 
of calcium ion to replace calcium pantothenate were at fault. Liquid 
medium L, containing calcium supports rapid and abundant growth of 
all the methane-utilizing bacteria in our collection. 


Nature of the Pigments 


Since pigmentation is the principal feature distinguishing the various 
methane utilizers, a more detailed examination of the pigments was 
undertaken in the expectation that in the future recognition, identity 
and classification of the various cultures will be facilitated. 


Extracts 

Whole cells and zonically disrupted cells of representative pigmented strains 
were lyophilized. The pigments in these preparations were insoluble or very 
slightly soluble in hot or cold acetone, chloroform, diethyl ether, petroleum ether 
methyl cellosolve, dioxane and benzene. They were soluble in methanol, ethanol 
and n-butanol. Centrifuged fresh cells were easily decolorized completely by boiling 
methanol or ethanol, and the absorption spectra of these extracts indicated that 
the pigments were identical with those extracted from lyophilized preparations. 
The pigments in methanol solutions, diluted with an equal volume of water, could 
be extracted when shaken in a separatory funnel with diethyl ether but not with 
petroleum ether, n-hexane or benzene. After evaporation of the diethyl ether, the 
pink pigment was soluble in petroleum ether whereas the other pigments were not. 
This solution could be evaporated in vacuo and the pigment redissolved in methanol 
without change in its absorption spectrum. 

The easy solubility of the pigments in the alcohols, their relative 
insolubility in non-polar solvents, and their absorption spectra (Fig. 2) 
indicate that they belong to the group of oxygen-containing carotenoids 
known as carotenols or xanthophylls (DEvELL 1951; STRAIN 1938). The 
HCl color test for carotenoidal groupings (SrRarn 1938) was clearly 
positive for the pigments of the pink and brown organisms, and faintly 
positive in the case of the pigment from the yellow organisms. 

Paper and column chromatography were used in attempts to ascertain 
if a single, or more than one, pigment was present in the extracts of the 
various organisms. On paper chromatograms the pigment spots either 
failed to move in any of the numerous solvent mixtures tried, or else they 
moved with the solvent front. This behavior is characteristic of caro- 
tenols. In any event, no evidence was obtained for the presence of more 
than a single pigment in each extract. 


= 
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When applied to columns of a variety of adsorbents, including calcium 
_ carbonate, silica, celite, sucrose, magnesium oxide and aluminium oxide 
the pigment in extracts of the pink organisms was adsorbed in a narrow 
band at the top of columns of CaCO, or of MgO. It was not adsorbed at 
all on columns of the other adsorbents tried. Once adsorbed, the pigment 
could not be moved as a band further along the column nor could it be 
eluted with any of the solvents listed above. A number of similar attempts 
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Fig. 2. Absorption spectra of methanol extracts of various pigmented methane- utilizing pseudomonads 


_ with chromatographic techniques failed to establish conclusively that 
any extract contained only a single pigment, but they likewise failed to 
_ provide evidence for the existence of more than one pigment in any 
extract. 

The absorption spectra of the pink and the yellow pigments are very 
similar (Fig. 2), the latter being shifted to the shorter wave lengths by 
approximately 53 my. Mentioned earlier was the fact that older cultures 
of the yellow methane strain developed a reddish-orange color. Absorp- 
tion spectra of extracts of such cultures were not different from those of 
young yellow cultures, making it probable that the difference in appear- 
ance is attributable to differences in concentration of the same pigment. 
The spectrum of the brown pigment is distinctly different from that of 
- the yellow and the pink pigments; it has a single strong peak at 420 my. 

The yellow pigment of the nutrient-agar-strain has an absorption 
spectrum strikingly different from the yellow pigment of its progenitor 
-methane-strain (Figs. 2 and 4). It is similar to the spectrum of the 
pigment from the brown methane organism by virtue of a single strong 


maximum (Fig. 2). 
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Absorption spectra of whole cells 


The principal purpose of this information is to provide an objective 
but simple and effective means of identifying methane-oxidizing pseudo- 
monads. Since pigmentation is the chief difference thus far noted in these — 
organisms, and since wild-types display wide ranges in their intensity of | 
pigmentation, characterization of new isolates by means of the absorp- 
tion spectrum of whole cells in the visible range can be achieved with a 
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Fig. 3. 
Absorption spectra of suspensions of living cells of various pigmented methane-utilizing pseudomonads 


high degree of confidence. It should also simplify the task of recognizing 
new pigment types within the group. The data obtained by the paraffin 
paper method of Sarpata et al. (1954) are summarized in Fig. 3. The 
three absorption maxima exhibited by the pink strains probably corre- 
spond to those of the extracted pigment (Fig.2), these shifted slightly to 
longer wave lengths. 

The strong maximum at 420 mu was found also in suspensions of the — 
nutrient-broth strain of the yellow organism, but not in the methane 
strain (Fig. 4). Evidently this maximum is unrelated to the colored 
carotenoids for it was found in the non-pigmented methane organisms 
as well as in Escherichia coli (410 mu). It most likely represents absorp- 
tion by porphyrin-type compounds whose maximum absorption is in 
this region (Soret band). In bacteria it usually denotes the presence of 
heme pigments, especially cytochromes (SmirH 1954; KAMEN 1955). 

Jells of the yellow methane strains exhibit a single strong maximum at 
385 mu.; the secondary peaks found in the extracts are all but obscured 
in the intact cells. The yellow organism in liquid cultures occasionally 
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excreted a soluble yellow pigment which upon extraction was identical 
with that extracted from whole cells. In the yellow nutrient-broth strain 
the main carotenol peak is at 373 mu. (Fig. 4). Absorption spectra of 
suspensions of the brown organism have consistently been less than 
satisfactory. Absorbance not significantly greater than the light scattering 
in the suspension has been the rule, due possibly to a combination ot low pig- 
ment concentration in the cells and low specific absorbance of the pigment. 
Differences in absorp- 
tion characteristics of 
pigments in the living a7} 
cells and in extracts 
usually are ascribed to 
a conjugated form of the 
pigment in the natural 
state. These differences, 
or “‘shifts’, are much 
greater in the yellow 
organisms than in the 
pink. The conclusion 
that the pigments exist — gry __1 Lei 
in a bound form in the Mie Pt Wavelength PE EY Pile. 
intact cell is supported Fig. 4. Absorption spectra of whole cells of the yellow methane 
by the observation that pseudomonad and of the yellow nutrient broth mutant 
during centrifugation of Gory a seri Ie 
cells mechanically dis- 
rupted with Ballotini beads in a Mickle tissue-disintegrator, most of the 
carotenol pigment is sedimented. Considering that a relative centrifugal 
force of 3440 x g suffices to sediment the carotenol, the cellular frag- 
ments in which the pigment is bound must be relatively large, and 
herefore probably are pieces of the cell membranes or cell walls. Addi- 
tional study of this point is contemplated. 


Optical denstty 
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Spontaneous Variation 


When, after serial transfer of the yellow organism in liquid salts- 
methane medium, dilutions of the culture were spread on the surface of 
salts-methane agar plates, a few pink colonies were noted randomly 
distributed throughout the one hundred or so colonies that developed 
during incubation. Successive platings of the pink colonies showed that 
they gave rise to pink colonies exclusively. This phenomenon was 
observed repeatedly. Appropriate controls and rigorous procedures were 
adopted to eliminate the possibility that the pink colonies developed from 
contaminants present in the yellow culture. The pink colonies appeared 
only in cultures of the yellow strain, never having been observed in those 
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of the brown and non-pigmented organisms handled similarly and in 
parallel (but at 37°C). a ae 
If a young yellow colony was used to commence a line of serial liquid 
salts—methane cultures, platings of each successive liquid culture 
revealed no pink colonies until the third or fourth culture. Thereafter, 
the proportion rose rapidly until after approximately ten serial transfers 
they represented one-half 
or more of the total popu- — 
lation. Cells in such cul- 
tures, allowed to stand, 
sedimented into two dis- 
tinct layers, one pink, the 
other yellow. Some 10 
randomly isolated yellow 
colonies from one or more 
parallel plates have in 
iy every case given rise to 
the same sequence of 
\ events in liquid culture. 
\ However, a corresponding 
4 serial transfer of yellow 
colonies on agar medium 
has never exposed any 
pink colonies. In every re- 
spect, the origination of 
pink colonies in cultures 
of the yellow strain sug- 
gests that it should be 
ascribed to a spontaneous 
400 420 450 480 50m mutation at a very low 
betes tH rate, accompanied by a 
Absorption spectra of the’ wildseebe pink pseudomonad ‘eiuers mcyanters on : 
and of the pink mutant derived from the yellow wild- pink typein liquid medium 
type. UPPER, methanol extracts; LowER, whole cells that permits its dispropor- 
tionate development in re- 
lation to the wild-type yellow cells. Fig. 5 indicates that the absorption spec- 
trum of the (pink-colored) methanol extracts of the pink cultures derived 
from the yellow cultures was strikingly similar to that of extracts of the 
wild-type pink organisms. The absorption spectra of whole cells of the 
- mutant and of the wild-type pink culture likewise are virtually identical 
(Fig. 5). Inasmuch as flagellation and other morphological and cultural 
features of the pink mutants are similar to the wild-type pink cultures, 
we may, in the absence of contrary evidence, regard the pink mutants 
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to be identical with the wild-type pink cultures, i.e., Pseudomonas 
methanica. 

Luts (1957), in this laboratory, has demonstrated a significant 
increase in the incidence of pink mutants following ultraviolet irradiation 
of a suspension of the yellow cells, thereby strengthening the conclusion 
that the pink organisms have a mutational origin in the yellow ones. 
Back mutation of pink to yellow has never been observed to occur spon- 
taneously or in irradiated suspensions of mutant or wild-type pink 
cultures. 

Ultraviolet irradiation of suspensions of pink organisms induced a 
substantial incidence of non-pigmented mutants which, to all intents 
and purposes, are indistinguishable from the wild-type non-pigmented 
methane utilizers (LUKrNsS 1957), thus suggesting a close genetic affinity, 
between these types. Acting on this suggestion, we were able to find 
evidence of spontaneous mutation of the pink organism to non-pig- 
mented forms by detecting an occasional non-pigmented colony on petri 
plates of the pink organism. These spontaneously arising non-pigmented 
colonies were verified as methane utilizers by their ability to grow in 
liquid salts-methane medium and by their inability to grow on nutrient 
agar. A similar spontaneous dissociation to occasional non-pigmented 
colonies has been observed in the brown methane-utilizing strains. In 
each case, the mutational non-pigmented organisms were indistingui- 
shable from the wild-type non-pigmented methane utilizers. 


Experiments with “resting cells” 
Manometric Studies 


Tests for oxidation of various non-hydrocarbon substances. 
In Warburg respirometers no oxygen uptake in excess of the endogenous 
rate was observed in suspensions of the methane-utilizing bacteria to 
which the following substances were added in amounts of 4 wm. per 2 ml. 
suspension: glucose, fructose, Na succinate, Na glutamate, Na aspartate, 
Na «-ketoglutarate, Na citrate, t-alanine, L-glycine, L-serine, adenine, 
glycerol, u-histidine, L-methionine. Nutrient broth was not oxidized. 
The same results were obtained with representatives of the pink, brown, 
yellow and non-pigmented. groups of bacteria. 

Oxidation of hydrocarbons. Although 50% concentrations of 
ethane!, n-propane! and n-butane? in air did not support growth in 


1 “Pyre Grade”, purchased from Phillips Petroleum Co., Bartlesville, Oklahoma. 
Each gas is stated by the manufacturer to be of 99 mol.-9% minimum purity. The 
impurities in the ethane consist of ‘‘small amounts of methane and ethylene, ... 
along with traces of propane and CO,.”’ In the propane, “a, small amount of iso- 
butane is usually present.” In the n-butane “small amounts of isobutane and 


2,2-di-methylpropane are usually present.” 
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medium L, a very small but definite gas uptake in the presence of these 
hydrocarbons (50° in air) seemed to be effected by suspensions of 
bacteria from the different pigment groups. The gas uptake in the 
presence of n-butane expired rather quickly, suggesting that an impurity 


was being oxidized rather than the n-butane per se. The proportion of — 


the available propane and butane that was oxidized was very small. 
Some of the bacteria oxi- 


dil 1  dized ethane at an excee- 
le 50% CH / ec low vol iu er, 
50% Ai . | int certain strains 

Pee Pmethonica m theneeaw ? 

120 - the gas uptake was almost 


asfast as inmethane-air. The 
basis for the pink organisms. 
100\- 4M | inability to utilize ethane 
. Ethanol aioe! for growth in the absence 
“a of methane is being studied. 
/ Oxidation ofalcohols 
and fatty acids. Repre- 
sentatives of each bacterial 
pigment group rapidly oxi- 
dized methanol, ethanol, 
| 1-propanol, 1-butanol and 
1-pentanol. In every case, 
oxidation virtually ceased 
when the oxygen uptake 
was equivalent to the theo- 
Engogenous |_— retical value for conversion 
| of the alcohols to the ho- 
j Pe RT NE tet | mologous carboxylic acids 
0 0 0 30 40 50  60Min. (Fig. 6): R -CH,OH + 
Vig. 6. Rese ee of methane and of some aliphatic alcohols we as Rye COOH ae H,O. 
by washed cell suspensions of the pink strain ae ; 
of Pseudomonas methanica The validity of this equa- 
tion was confirmed in the 
case of methanol, ethanol and propanol oxidation by a suspension of pink 
Ps. methanica. Formic, acetic and propionic acids were recovered 
from cultures with the respective alcohols in 71 to 83 per cent of theoreti- 
cal yield. The curves in Fig.6 make it safe to conclude that n-butyric 
and n-pentanoic acids were formed stoichiometrically from the 4- and 
5-carbon alcohols, although no attempt was made to isolate them. 
Alcohols not oxidized were isopropanol, tertiary butyl alcohol, 1-hexanol, 
1-heptanol and 1-decanol. The latter two seemed bactericidal. 
When the sodium salts of formic, acetic and propionic acids were 
supplied as sole substrates (2 moles per ml. of bacterial suspension) only 
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formate was oxidized, but at a definitely lower rate than methanol. The 
_ others caused a reduction of endogenous respiration. 

Metabolite oxidation and assimilation by growing cultures. 
The inability of common metabolites to substitute for methane as sub- 
strates for growth, or to undergo oxidation by resting cells of methane- 
grown organisms, could be the result of impermeability of the cells to 
those substances. However, this explanation must be rejected since 
C!4_labeled metabolites added to cultures of Ps. methanica growing in 
the presence of methane were in each case oxidized and assimilated. 
Uniformly C14-labeled glycine, serine, alanine, leucine, lysine and glucose 
were added separately to individual closed suction flasks containing 
salts-methane medium and an inoculum of Ps. methanica. After 48 hours 
of incubation with shaking, the CO, in each flask was recovered as 
BaCO;. With the exception of the lysine culture, the CO, in each case 
was decidedly radioactive, indicative of extensive degradation of the 
respective labeled substances by Ps. methanica. 

The cells from the glucose, glycine, serine and alanine treatments were 
thoroughly extracted with hot 80% ethanol and the insoluble cellular 
fraction hydrolyzed in 6N HCl at 120°C for 18 hours to release amino 
acids. Following removal of the HCl by vacuum distillation, aliquots of 
the hydrolysates were subjected to two-dimensional paper chromato- 
graphy. Radioautographs were made by exposing the dry chromato- 
grams to Kodak No-Screen X-ray film. The radioautographs proved 
beyond question that labeled glucose, glycine, serine and alanine each 
had been used to varying degrees in biosynthesis of numerous amino acid 
components of the cell proteins. The amino acids were also incorporated 
unchanged into proteins. Thus, numerous substances, by themselves 
incapable of supporting growth of these methane bacteria, could be 
oxidized and used extensively for cellular biosynthesis provided the 
organisms were utilizing methane concomitantly. This probably explains 
the stimulatory effect of small amounts of non-hydrocarbon substances 
on the growth of bacteria in hydrocarbons (DworkIn and Fostsr 1956; 
ZoBg yt 1946; DosTaLEK 1954). 


Assimilation of Carbon Dioxide 

Of principal interest here is the extent to which methane-oxidizing 
bacteria utilize CO, in the biosynthesis of cell material. This determina- 
tion is all the more significant because of the confusion surrounding the 
assimilatory nature of these bacteria. Numerous authorities (FROBISHER 
1957, p. 465; LAMANNA and MALLETTE 1953, p. 361-362, 367; SKERMAN 
1949, p. 180; Tammann 1955, p. 597) regard them as autotrophic, despite 
the absence of published information in favor of or against this conclu- 
sion. Although there is no universally accepted definition of the nature 
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of the autotrophic mode of life, the ability to grow at the expense of COs 
as the exclusive source of carbon for cell synthesis ren.ains as the cardinal 
consideration in the concept of an autotroph. 

The question needing study is whether, during growth on mnethand 
these bacteria dehydrogenate the methane molecule to CO, and “active 7 
hydrogen, following this with a reductive assimilation of the CO, with 
the “active” hydrogen. If, on the other hand, they assimilate a significant 
amount of methane carbon at some oxidation level short of COg, this 
would be oxidative assimilation analogous to that of heterotrophy. The 
empirical formula (CH,O) represents the approximate composition of 
cell material. These alternatives are expressed in the following equations, — 
which do not necessarily express stoichiometry. 

Autotrophy: a) CH, + 2H,0 — CO, + 8(H) 

b) 4(H) + CO, —> (CH,O) + H,O 
c)4(H} +0, —+2H,0 
Net effect: CH, + O, ~ (CH,O) + H,O 
Heterotrophy: a) CH,(+ O, or H,O) > C (intermediate oxidation level) + 
“active” hydrogen 
b) C (intermediate oxidation level) + ‘‘active” hydrogen 
—> (CH,O) 
c) C (intermediate oxidation level) + H,O — CO, + “active” 
hydrogen 
d) “active” hydrogen + O, — H,O 
Net effect: methane + oxygen — cell material + carbon dioxide 
-+ water. 


Failure of reaction b to occur as fast as reactions a, ¢ and d would in 
either case explain the net production of CO, which always accompanies 
growth of these bacteria. 

Experimentally, establishment of their autotrophic potential is com- 
plicated by the fact that none of the strains of methane utilizers can 
develop in an atmosphere of hydrogen, carbon dioxide and oxygen, in 
the absence of methane. Since their growth in the presence of methane 
results in a net production of CO,, the answer to this problem can only” 
be obtained indirectly by means of labeled CO,. 


One representative of each of the pink, yellow, brown and non-pigmented 
groups was inoculated into individual 500 ml. closed suction flasks containing 
50 ml. of salts medium L. The atmosphere in the flasks was replaced with ap- 
proximately 450 ml. of a 50% methane (unlabeled)-50°% air mixture to which 
had been added 38 yl. of C4O, representing 19 wcuries of radioactivity. The cul- 
tures were allowed to grow with shaking for 2 days. Two heterotrophic bacteria 
were included as controls. Escherichia coli and Pseudomonas fluorescens were 
cultured like the methane utilizers, except that a mineral medium was supple- 
mented with 0.2% glucose as a carbon source, and the labeled CO, (38 ., 19 wcuries) 
was added to closed atmospheres consisting of 100% air. The latter two cultures 
were analyzed after 24 hours, by which time maximal growth had occurred. 
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The analyses consisted in determining, at the end of the growth periods, the 
specific radioactivities of the CO, in the closed vessels and of the recovered washed 
and dried bacteria. The medium was first acidified to release bound CO,. The gas 
in the closed systems was passed through a solution of NaOH to absorb the CO,, 
which was subsequently recovered as BaCO,. Radioactivity of the BaCO, was 
measured at infinite thickness, and that of the dried cells was corrected to infinite 
thickness. In a third experiment, radioactivity of the cells was measured as BaCO, 
obtained by wet combustion of the cells (ARONOFF 1956). 


Table 3. C140, assimilation by methane-utilizing cultures 


Specific radioactivity* of Specific radioactivity of 


Cell-C 


CO,-C - 10% 


Cell-C** - 10° 


Specific radioactivity of 


0,-C 
Experiment Experiment Experiment 
Carl Ee We wie Sheet PALL I II III 
| | 
Methane | 
utilizers 
pink strain 43.0 | 15.1 | 2.6 ons | 0.76 | 0.31.) 0.25 |. 0.29 
yellow strain| 81.1 2.9 23.2 | 0.64 | 0.29 0.22 
brown strain} 60.9 1.43 } 40.4 1201 = | 0:67 0.71 
non-pig- 
mented strain} 85.9 2.86 | 60.0 | 1.76 | 0.70 0.62 
Heterotrophic 
bacteria *** 
Escherichia 
COLE. P6925 7145.07 28 44.0 | 9.6 0.44 | 0.26 | 0.21 | 0.25 
Pseudomonas 
fluorescens . | 146.0 | 27.5 | 14 40.2 | 8.9 | 0.48 | 0.28 | 0.32 | 0.33 


* Counts/minute/mg. C. All radioactivity measurements were made on cultures 
at time of final harvest. 
** Calculated as 50% of dry weight of cells in experiments I and I. Cells 
combusted to CO, in experiment ITT. 
*** The medium for the heterotrophic bacteria contained inorganic  salts- 
0.2% glucose. 


Table 3 shows that all the bacteria assimilated substantial amounts 
of CO, during growth. Judging from the ratios of the specific activities 
of cell-C to CO,-C (last 3 columns in Table 3) the brown and the non- 
pigmented methane utilizers were twice as efficient in assimilating CO, 
as the pink and yellow strains (average ratios 0.68 and 0.27, respectively). 
However, in each of the cultures the specific radioactivities of the 
cell-C were definitely less than the specific radioactivities of the CO,-C. 
Hence, the cells could not have been synthesized exclusively from 
exogenous CO, or from respiratory CO, in equilibrium with the exo- 
genous COQ,. 
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One could make the assumption that intracellular respiratory CO, was 
assimilated before exogenous CO, equilibrated with it. This is theoreti- 
cally possible, although, under the homogeneous physiological conditions 
of the experiments, it is unlikely. Moreover, the relative CO, assimilation 
by two of the methane cultures (the pink and the yellow), as shown by 
the ratios in Table 3, was not significantly greater than that by the 
authentic heterotrophs, H. coli and Ps. fluorescens, cultivated under 
analogous conditions. Furthermore, the ratios in Table 3 cannot be taken 
at face value in deciding the proportion of cell-C that was derived from 
CO,. They represent an upper limit, because a good portion of the C™ in 


the cells represents CO, fixation during the earlier stages of culture at — 


which time the exogenous CO, was relatively undiluted by respiratory — 


CO, and therefore of much higher specific activity than it was at the 
time of analysis. 

The degree of CO, fixation indicated even by the ratios in Table 3 is 
not, in the case of the pink and the yellow strains, any higher than that 
reported for known heterotrophic bacteria (ABELSON, BoLToN and 
Axpous 1952; Tomiinson and Barker 1954). The higher values in the 
case of the brown and non-pigmented strains may have as a parallel the 
high degree of CO, assimilation by Escherichia coli under particular con- 
ditions. Proteins of this organism were derived from CO,-C to the extent 
of 70% when it was furnished with acetate as the sole source of organic-C 
(KorRNBERG and Kress 1957). It is easy to visualize that biosynthesis 
with simple C, intermediates derived from a 1-carbon substrate might 
similarly involve substantially greater participation of CO, for produc- 
tion of precursors of cell constituents than, for example, when carbo- 
hydrate is utilized as a substrate for growth. The pathways of assimila- 
tion of CO, and of methane in these organisms are being studied. 

An analogous situation has been encountered in the case of Hypho- 
microbium vulgare. This organism grows at the expense of 1-carbon com- 
pounds (methanol or formate) and unquestionably assimilates substan- 
tial amounts of CO, during cell synthesis (Mrvius 1953; NAvEKE 1957). 
Although NAvexe strongly emphasizes! that the metabolism of this 
organism might be autotrophic, the evidence used to support that con- 
tention is indirect and circumstantial and does not eliminate the possi- 
bility of a significant degree of direct assimilation of carbon at a level of 
reduction below CO, (see also van NrEL 1954, pp. 105-106). H. vulgaris 
may, then, be similar to Ps. methanica in respect to a relatively high 
degree of utilization of CO,, although CO, is not exclusively the source of 
cellular carbon. Of course, one could arbitrarily define as autotrophic 
any system in which a major portion of cell carbon is derived from CO,, 


i »»Deshalb wird angenommen, daf der assimilierte Kohlenstoff zum gréBten 
Teil oder ausschlieBlich aus CO, stammt.‘‘ (NAvEKE 1957, p. 398.) 


Studies on Some Methane-Utilizing Bacteria 1 id 


but regardless of definition, the issue at stake is whether H. vulgare 
assimilates all its carbon via CO, or behaves like Ps. methanica. Definitive 
experiments on this point using H. vulgare would be of great interest. 


Discussion 
Identity and taxonomy of the methane utilizers 


The basis for assigning bacteria of this type to the morphological genus 
Pseudomonas in preference to a physiological genus has already been 
presented by Dworkin and Fostsr (1956). Since then we have found 
that KrassmnrKkov (1949) likewise has renamed Sdhngen’s Methano- 
monas methanica as Pseudomonas methanica in his proposed classification 
of bacteria. DostaLEeK (1954) also appropriately recognized the unfeasibi- 
lity of a physiological genus by giving his well-described new hydro- 
carbon-utilizing bacterium the name Pseudomonas propanica. Apart 
from the reasons advanced by Dworkin and Foster (1956), the im- 
prudence of setting aside hydrocarbon-utilizing pseudomonads in special 
physiological genera based on utilization of substrates of that class of 
compounds is further illustrated by the evidence that this capacity is 
widely distributed through many classical species, including those 
available in stock culture collections (A1yYER 1920; JOHNSON, GOODALE 
and TurKEviITcH 1942; Hurron 1948; SENEZ and KoROVALTSCHIKOFF- 
Mazover 1956; BusHNELL and Haas 1941: Imeicn 1948; TRECCANI 
Canontca and Grrotamo 1955; SOHNGEN 1913). In this sense, the capa- 
city to utilize hydrocarbons is no more advantageous for genus classi- 
fication than the capacity to utilize any of a great variety of other 
substrates which are not employed in genus definitions. In a recent 
treatment of the systematics of the family Pseudomonadaceae, BRIsou 
(1957) displayed insight in his proposed realignment of bacteria within 
this family. Although one may question the justification for Brisovu’s 
particular scheme, substrate utilization plays no role in his definition of 
- 13 of the 14 proposed genera. And Brisou conceded that the fourteenth 

is arbitrarily defined; he included it reluctantly, and on a tentative basis. 

All of the isolates studied here are obligate methane (or methanol) 
utilizers and, except for pigmentation, would automatically be classified 
as Ps. methanica, according to the definition of Dworxrn and Foster 
(1956). That description anticipated the existence of differently pig- 
mented forms. It proposed, asa means of capitalizing on the taxonomic value 
of pigmentation, to accommodate them as different species by addition 
of an appropriate color-denoting prefix to ,,methanica”’. This would still 
be the ideal way to handle these organisms were it not for the discovery 
that the pigment phenotypes are unstable. Through natural variation 
certain forms originate from others at a significant rate, and they have a 
selective advantage, at least under specified laboratory conditions. There 
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can be little doubt that they belong to one biotype and that conferring 
species distinction upon each of the pigment groups is unwarranted. It 
has been shown that the mutationally derived pigmented and non- 
pigmented strains are practically identical with those isolated as wild- 
types. Hence, it may be assumed that the “wild-types”’ in reality are 
phenotypic manifestations of the same species undergoing mutation in 
nature. 

Consequently, the concept of the species Pseudomonas methanica is 
expanded to embrace all carotenoid-containing and non-pigmented 
methane-dependent pseudomonads, the pigmentation differences being 
recognized and preserved at the varietal level. Accordingly, organisms 
whose pigment is identical with the corresponding pigment described in 
this paper are classified as follows: pink pigment— Pseudomonas metha- 
nica (Sdhngen); yellow pigment—Pseudomonas methanica var. fulva; 
brown pigment—Pseudomonas methanica var. fusca; non-pigmented— 
Pseudomonas methanica var. incolorata. These designations satisfactorily 
reconcile classification of these bacteria both from the standpoint of a 
phylogenetic system and of a determinative “‘practical”’ key. 

The mutational relations thus far observed among the groups are 
represented as follows: 


Non-methane bacteria Methane-dependent bacteria 
A pink 


yellow<—__———-orange-yellow s non-pigmented 


brown 

It is possible that the orange-yellow and the brown types are indepen- 
dent species lines, and that they conceivably might be classified as such. 
For example, the brown and the non-pigmented strains are slower 
growers and fix considerably more CO, than do the yellow and the pink 
strains. Nevertheless, our observations on this point have been limited, 
and inasmuch as the two converge at the non-pigmented types, the most 
practical course at this time is to consider them as one species. As regards 
the yellow organism that fails to utilize methane, were it not for know- 
ledge of its mutational origin from the methane-dependent bacteria, it 
would normally fall into the genus Xanthomonas, at least as described in 
Brrcuy’s Manual of Determinative Bacteriology (BREED et al. 1948). 


Relation to other methane-utilizing bacteria 


It appears that obligate methane bacteria have not hitherto been 
described. 


Instances of paraffinic gaseous hydrocarbon utilization by bacteria resembling 
pseudomonads have been reported on several occasions since SOHNGEN’s (1906) 
original description of the pink Ps. methanica, but in the great majority of cases 
the identifications have been incomplete. Also, the range of non-hydrocarbon 
substrates capable of supporting growth of the various methane-utilizing bacteria 
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is quite diverse (Mtnz 1915; Atver 1920; Tausz and Donaty 1930; Boxova 1947; 
_ Kapratexk 1954), at once distinguishing those bacteria from Ps. methanica. Kap- 
RALEK (1954) isolated a non-pigmented methane-utilizing organism which he 
assigned to the genus Pseudomonas. It could not utilize gasoline, petroleum ether, 
paraffin or several aromatic hydrocarbons, and it resembled Mtwz’s (1915) orga- 
nism. Unfortunately, no other gaseous hydrocarbons were tested in KaPRALEKs study. 

in some instances, certain gaseous hydrocarbons other than methane were 
utilized for growth (Tavsz and Donatu 1930; Stavnina 1948), although invariably 
quantitative criteria were lacking, and possible complications (RITTENBERG and 
Anpreoxt 1956; Davis, CHase and Raymonp 1956) from the use of impure hydro- 
carbons were not excluded. 

Of particular pertinence to the obligate methane bacteria described in this 
paper is a methane-utilizing organism which exhibited a hydrocarbon specificity 
for methane, and which was classified as Methanomonas methanica by Boxova, 
Kuznetsova and Kuznetsov (1947). Unfortunately, the bacterium is incompletely 
described for taxonomic purposes. On the other hand, the pseudomonad-like 
marine isolates described by Hurron and Zopet (1949) resemble Ps. methanica 
var. fusca by virtue of their brown pigmentation and inability to utilize the few 
non-hydrocarbon substrates that were tested (nutrient agar, nutrient broth or 
gelatin). Other hydrocarbons tested, e.g., ethane and propane, reportedly were 
utilized for growth by the marine forms. Unfortunately, quantitative (gas analysis) 
data are lacking, as are indications of the purity of the ethane and propane employed. 
Without more extensive knowledge of the hydrocarbon and non-hydrocarbon sub- 
strate range of Hurron and ZoBELu’s bacteria, as well as of the nature of their 
pigmentation and flagellation, it is impossible to give them a precise assignment 
taxonomically. 

Other instances of specificity for particular gaseous paraffinic hydrocarbons are 
known in various mycobacteria (BoKova 1954; NamcHeva 1949). Like Ps. metha- 
nica, one mycobacterium is unable to develop at the expense of a number of 
conventional bacteriological substrates (Davis, CHASE and RayMonp 1956). 


Perhaps with the exception of the mycobacteria, the unavailability of 
stocks of virtually all previously reported methane-utilizing bacteria, 
the incomplete descriptions of them and the inadequate procedures 
sometimes employed in their study render those organisms practically 
useless for classification purposes by the standards demanded by modern 
systematics. 

Strains of Ps. methanica have been isolated from all soils examined in 
this study and where the natural presence of methane is not obvious. 
Whether and how the population is different in areas ostensibly represen- 
ting natural enrichment conditions, ¢.g., marshlands and petroliferous 
areas, will be determined from a study just commenced: A wholly 
unexpected result of the present study was the turning up of 30-odd 
cultures not one of which had been previously described in respect to 
their outstanding feature, namely, obligate methane-dependence. 

Even more surprising, however, is the fact that in spite of a very 
extensive investigation in which a great variety of enrichment and 
selective culture conditions were purposely employed, not a single 


methane utilizer recognizable as any previously described organism has 
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been uncovered. We have no explanation for the failure to isolate from 
methane enrichment cultures methane-utilizing organisms that also are 
able to grow on a variety of hydrocarbon and non-hydrocarbon sub- 
strates. Judging from the literature, this seems to have been the type 
universally encountered by other investigators. However, in the great 
majority of cases, the relation between growth in methane and in other 
substrates was not studied as systematically and extensively as in this 
work. 

On the other hand, Kester and Foster (1957) have been able to 
isolate various non-specific methane utilizers of the types described in 
the literature. However, these organisms have been obtained only when 
some other hydrocarbon, e.g. (Pure grade) propane, was used as the 
enrichment substrate. Hence, one may wonder whether the use of 
methane contaminated with other hydrocarbon impurities as the enrich- 
ment substrate could have contributed to the isolation of non-obligate 
methane utilizers by some previous investigators. A strikingly unexpec- 
ted effect of the presence of minor amounts of hydrocarbon impurities in 
the attempts to isolate methane utilizers has been described elsewhere 
(DworkIN and FostErR 1958). 


Observations on the specificity of the isolation procedures and 
on the natural occurence of the varieties of Ps. methanica 

Ordinarily the emergence of one specific organism, such as Ps. metha- 
nica, from a natural inoculum can be ascribed to a rigorous selectivity of 
the particular enrichment conditions and the isolation procedures. 
Nevertheless, our results have been invariable in spite of deliberate 
extensive modifications such as employment of a variety of natural 
inocula; different compositions of mineral media, particularly the sources 
of inorganic N; different py values of the media; isolations made at 
different ages of the enrichment cultures; stationary versus shaken 
cultures; temperatures of incubation; methane-air ratios ranging from 
0.1: 99.9 to 99.9: 0.1. Whereas pseudomonads commonly are favored in 
liquid enrichment cultures (vAN Nrex 1955), one would not expect this 
to be the case in the direct or ‘“‘sprinkle’’ plate method of selective culture. 
Examination of the significant loci of growth in scores of such plates 
made directly from natural inocula failed to yield a single non-pseudo- 
monad. 

With the exception of the mycobacteria cited above, there appears to 
be no well-authenticated record of a non-pseudomonad methane utilizer. 
It is difficult to believe that the capacity for methane utilization is 
restricted to the two above-mentioned morphological groups. 

Some conclusions are permissible with respect to the distribution in 
nature of the varieties of Ps. methanica. The ease and rapidity with which 
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the pink strain emerges as the predominant organism in liquid enrichment 
_ cultures at 30°C would ordinarily lead to the plausible conclusion that 
this strain is the most abundant in nature and that it is the most active 
one in the consumption of methane in the biosphere. If this were so, one 
would expect to find it as the predominant organism in direct platings, 
but it has never been seen under such circumstances!. Inasmuch as the 
pink strain appears not to be at a selective disadvantage on plates, it 
would seem, in comparison to the yellow, the brown and the non-pigmen- 
ted strains, that the pink type represents a very minor aspect of Ps. 
methanica in nature. Its prominence in liquid enrichments must, there- 
fore, reflect the strong selectivity of those conditions for the pink strain, 
at the expense of the others. Possibly this might be attributed to its 
superiority as a slime producer, which would favor the characteristic 
pellicle formation. The selective advantage of rapid pellicle formation is 
understandable. Also, in salts-methane-liquid medium the pink strain 
has the fastest growth rate of all the strains. As stressed above, the 
selectivity of liquid enrichments for the pink variety holds only at 30°C. 
Thus, fortuitous adoption of those narrow selective conditions would 
account for the ascendency of the minority natural strain over the more 
common yellow, brown and non-pigmented varieties. 
There is no satisfactory explanation of why the reverse is true under 
natural conditions. The main varietal difference being pigmentation, 
presumably the pink pigment is functionally less efficient than the yellow 
and brown pigments as a survival mechanism. If we were to invoke the 
concept of Stisrrom, GRIFFITHS and STANIER (1956), according to which 
carotenoid pigments act as a protective mechanism against lethal photo- 
oxidations, then the rare occurrence of pink strains in nature would be 
understandable if the pink pigment were inferior in this respect to the 
_yellow and brown ones. The concept, based on studies on photosensiti- 
zation by the chlorophyll in photosynthetic bacteria, was generalized 
(Sisrrom, GRIFFIBHS and STanrER, 1956, p. 511) to include non-photo- 
synthetic organisms in which carotenoid pigments were visualized as 
protecting against photosensitization by other cellular constituents, for 
example, porphyrins. But, controverting that idea is the evidence that 
the non-pigmented strains of P. methanica represent one of the wild-type 
varieties. Furthermore, it is difficult to visualize the vast majority of 
chemoorganotrophic bacteria in soil and in mud being normally exposed 
to the selective influence of visible light. 


Summary 


Using virtually pure methane as the substrate in liquid enrichment 
cultures and in agar direct platings, some 30 bacteria have been isolated 


1 For an apparent exception see footnote 1, p. 94. 
g* 
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in pure culture. Each was able to grow luxuriantly in a mineral salts 


medium with methane as the sole source of carbon and energy. All the 


cultures are morphologically indistinguishable, polarly monoflagellated, 
gram negative pseudomonads. The cultures differed with respect to 


colony appearance, and comprised four groups with respect to pigmen- 


tation: different shades of pink, of brown, of yellow and unpigmented. 
Each of the organisms was obligately dependent on methane (or metha- 
nol) for growth, being unable to utilize a great many other conventional 


hydrocarbon and non-hydrocarbon substrates. In spite of their inability — 


to grow with various amino acids or glucose as sole sources of carbon, 


tests with C!4-labeled amino acids and glucose in the presence of unlabeled . 


methane revealed that the radioactive compounds were extensively meta- 
bolized. Experiments employing CO, indicated substantial assimilation 
of CO, during growth in methane and that the metabolism of these or- 
ganisms is heterotrophic. In manometric experiments suspensions of 
washed cells of methane-grown bacteria oxidized methanol, ethanol, 
n-propanol, n-butanol and n-pentanol stoichiometrically to the corres- 
ponding carboxylic acids. 

The different shades of pigmentation within each of the respective 
pigmented groups are due to different concentrations of an individual 
pigment. The absorption spectra and the solubility characteristics of the 
extracted pigments are typical of carotenols. The absorption spectra of 
suspensions of living cells of the differently pigmented groups were 
recorded in order to facilitate identification of these methane-utilizing 
bacteria. By use of appropriate enrichment culture conditions, the iso- 
lation of particular pigmented forms of obligate methane-oxidizing 
pseudomonads was achieved. It is concluded that the pink strain is 
proportionately insignificant in nature and that liquid enrichment con- 
ditions at 30°C are rigorously selective for it. 


The yellow strain was found to undergo natural variation in two direc- 


tions: one gives rise to a lemon-yellow mutant incapable of utilizing me- 
thane but capable of growing in nutrient broth or on nutrient agar. Mass 
inoculation into the latter media and prolonged incubation selects for this 
mutant type. The second mutant spontaneously arising from the yellow 
methane-oxidizing wild-type is a pink methane-utilizing organism. Cultur- 
ally, physiologically, and with respect to the absorption spectra of the 
extracted pigment and of living cell suspensions, this mutant is practically 
identical with the pink “wild-type” strains. The pink strains in turn, and 
also the brown strains, give rise to non-pigmented mutants. Since each 
of the pigment groups spontaneously mutates to another, pigmentation 
is considered to be a varietal rather than a species character in these 
organisms. Their obvious homogeneity indicates they are one species 
comprising 4 varieties: pink—Pseudomonas methanica (Séhngen); 
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yellow— Pseudomonas methanica var. fulva,; brown— Pseudomonas metha- 
nica var. fusca; non-pigmented— Pseudomonas methanica var. incolorata. 


This work was supported in part by grants from the Atomic Energy Com- 
mission, the Office of Naval Research and the American Cancer Society. 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit muB dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus. 


Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklirung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, da8 er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 


Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und vollig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzogerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrinkt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 
’ Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschrinken, insbesondere die 
5; Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
__ duktionsgréBe erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 

Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 

gebracht werden. 

Selbstandige kritische Sammelreferate tiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen usw. 
in dieser Zeitschrift berechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der 
Annahme, da8B solche Namen im Sinn der Warenzeichen- und Markenschutz-Ge- 
setzgebung als frei zu betrachten waren und daher von jedermann benutzt werden 
diirften. 
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Nevere Ergebnisse 
aus Chemie und Stoffwechsel der Kohlenhydrate 


8. Colloquium der Gesellschaft fiir Physiologische Chemie am 2.—4. Mai 1957 in Mos- 
- bach/Baden. Mit 60 Textabbildungen. IV, 190 Seiten 8°. 1958. Steif geheftet DM 29,80 


Inhaltsiibersicht: Uber die Stellung der Fructose im Intermediirstoffwechsel. Von 
F. Leuthardt, Ziirich (Schweiz). — Pentosephosphate und Heptulosephosphat im 
- Kohlenhydratstoffwechsel. Von B. L. Horecker, Bethesda, Md. (USA). — Versuche von 
A.J.Lehninger und Mitarbeitern tiber die Bildung von Ascorbinsiiure. Von K. Felix, 
Frankfurt a. M. — Aerobe Girung und Wachstum. Von H. Holzer, Freiburg i. Br. — 
- Wechselbeziehungen zwischen Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel und ihre Storungen. 
“Von 0. Wieland, Munchen. — Glycolipides des Bactéries, Plantes et Animaux in- 
' gérieurs. Par E. Lederer, Paris (France). — Die Glykolipide der hdheren Tierreihe. Von 
KK. Lauenstein, Kéln. — Phosphatkreislauf und Pasteur-Effekt. Von F, Lynen, 
‘ Miinchen. — Bemerkungen zum Vortrag von Prof. Lynen. Von B. Hess, Heidelberg. — 
- Diskussionsbemerkungen zu den Referaten. 
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Handbuch der Virusforschung E | 


Begriindet von Professor Dr. R. Doerr, Basel, und Professor Dr. C. Hallauer, Bern. | 


4.Band (Ill. Erganzungsband) | 


4 
a 


Herausgegeben von Professor Dr. (. Hallauer, Bern, und Professor Dr. K. F. Meyer. i 
San Francisco. Mit 61 Abbildungen (109 Einzelbildern) im Text. XV, 688 Seiten. Gr.-8°, 3 
1958. - Ganzleinen DM 148, —j 

: | 


Inhaltsiibersicht: Genetics of aime Viruses. By F. M. Burnet, Melbourne. — | 
Génétique des Bactériophages. Par Pierre Fredericq, Liége. — Viruses of Insects. By | 
G. H. Bergold, Sault Ste. Marie, Ontario. — Arthropods as Vectors and Reservoirs of 
Phytopathogenic Viruses. By Kenneth M. Smith, Cambridge. — Arthropods as Vectors 
and Reservoirs of Animal Pathogenic Viruses. By William C. Reeves, Berkeley, Ca li- 
fornia. — Der Nachweis menschenpathogener Virusarten mittels der Gewebekultur. 
Von Wilhelm Kléne, Hamburg-Eppendorf. — Les encéphalites saisonniéres. Par P. 
Lépine et P. Goube de Laforest, Paris. — Das Maul- und Klauenseuche- Virus. Von 
Heinz Rohrer und Gottfried Pyl{, Insel Riems bei Greifswald. — Columbia SK Group — 
of Viruses (Polioencephalomyelitis, Parapoliomyelitis, Encephalomyocarditis). By Claus: 
W.Jungeblut, New York City. — The Virus of Poliomyelitis. By Sven Gard, Stock- 
holm. — Die Coxsackievirus-Gruppe. Von Hans Léffler, Bern. — Sachverzeichnis. 
Jeder Beitrag enthilt ein Literaturverzeichnis. 
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1938/39 erschien das Handbuch der Virusforschung in zwei Banden, 1944 der erste Er- 
ganzungsband und 1950 der zweite Erginzungsband. (Das Hauptwerk und der erste R 


ganzungsband sind vergriffen.) Daran schlieBt sich nunmehr der dritte Erganzungsband. 4 


Damit wird das groB angelegte Werk iiber das weitverzweigte Gesamtgebiet der Virus- 
forschung fortgesetzt und auf den letzten Stand der Entwicklung gebracht. Wie die bis- 
her erschienenen Teile des Werkes ist auch dieser Erginzungsband unter Mitwirkung 


hervorragender Virusforscher aus aller Welt entstanden. 
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